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mm3    Kubikmillimeter 
MMPSI   engl. Malignant migrating partial seizures in infancy 
mNOS    mitochondriale Stickstoffmonoxid-Synthase 
MNTB    engl. Medial nucleus of the trapezoid body 
mPTP    mitochondriale Permeabilitäts-Transitionspore 
mRNA    Boten-RNA, engl. Messenger RNA  
ms    Millisekunde 
MS    Multiple Sklerose 
Msk    engl. Mitogen- and stress-activated kinase 1/2 
mV    Millivolt 
n. b.    nicht bekannt 
Na+    Natrium-Ion 
Na+-/K+-ATPase  Natrium-/Kalium-ATPase (Natrium-Kalium-Pumpe) 
NAD+    Nicotinamidadenindinukleotid, oxidierte Form 
NADH    Nicotinamidadenindinukleotid, reduzierte Form 
NADH-Dehydrogenase NADH : Coenzym Q Oxidoreduktase 
NaOH    Natriumhydroxid 
Nav1.1    spannungsabhängige Natriumkanal, Typ I (SCN1A) 
nBK    nukleäre BK-Kanal 
NBQX    2,3-Dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-benzo[f]chinoxalin-2,3-dion 
NBT    Nitroblau-Tetrazoliumchlorid 
NCX    Natrium/Calcium-Austauscher 
NDS    Normaleselserum 
NES    Nucleus-Export-Signalsequenz 
NF-κB engl. Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-
cell 
ng    Nanogramm 
NGF    engl. Nerve growth factor 
NGS    Normalziegenserum 
NHE    Natrium-Wasserstoff-Austauscher 
nl    Nanoliter 
NLS    Nucleus-Lokalisation-Signalsequenz 
nm    Nanometer 
NMDA    N-Methyl-D-Aspartat 
nNOS    neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase 
NO    Stickstoffmonoxid 
NO2    Stickstoffdioxid 
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NOS    Stickstoffmonoxid-Synthase 
NT-3    Neurotrophin-3 
NT-4/5    Neurotrophin-4/5 
NTD    Amino-Terminus-Domäne 
N-terminal   Amino-terminal 
N-Terminus   Amino-Terminus 
O2    Sauerstoff 
O2
−    Superoxidanion 
ONM    äußere nukleäre Membran, engl. Outer nuclear membrane 
ONOO−   Peroxynitrit 
ONOOCOO−   Nitrosoperoxycarbonat-Ion 
OP    Operation 
OS    engl. Ohtahara syndrome 
P    Postnatal 
p75NTR   p75 Neurotrophinrezeptor, engl. p75 neurotrophin receptor 
PCR    Polymerasekettenreaktion, engl. Polymerase chain reaction 
PDK1    Phosphoinositid-abhängige Kinase 1 
PDZ    engl. Postsynaptic density-95/disc large/zona occludens 
PFA    Paraformaldehyd 
Phactr1   engl. Phosphatase and actin regulator 1 
Pi    anorganisches Phosphat 
PI3K    Phosphoinositid-3-Kinase 
PIP2    Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 
PIP3    Phosphatidylinositol-(3,4,5)-trisphosphat 
PKA     Proteinkinase A 
PKC    Proteinkinase C 
PLC     Phospholipase C 
PLL    Poly-L-Lysin 
P-loop    Bindungsmotiv in Proteinen, engl. phosphate-binding loop 
PMA    Phorbol-12-Myristat-13-Acetat 
pmol    Picomol 
pO2    Sauerstoffpartialdruck 
PP1    Proteinphosphatase 1 
pS    Picosiemens 
PSD-95 Protein  engl. Postsynaptic density 95 protein 
PVDF    Polyvinylidendifluorid 
Q    Glutamin (Gln) 
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qRT-PCR   quantitative Echtzeit-PCR, engl. Real-time quantitative PCR 
R    Arginin (Arg) 
R    Rückwärtsprimer, engl. Reverse primer 
Raf    engl. Rapidly accelerated fibrosarcoma 
Ras    engl. Rat sarcoma 
rcf relative Zentrifugalbeschleunigung, engl. Relative centrifugal 
force 
RCK    engl. Regulator of conductance of K+ 
rER    raue endoplasmatische Retikulum 
Rmax    maximale FL Ratio 340/380 
RNA    Ribonukleinsäure 
RNase    Ribonuklease 
ROS    Reaktive Sauerstoffspezies 
rpm    Umdrehungen pro Minute, engl. Revolutions per minute 
RSK    Ribosomale-S6-Kinase 
RT    Raumtemperatur 
RyR    Ryanodin-Rezeptor 
s    Sekunde 
S1    Schutzstufe 1 
S1-/S2-Domäne  Subdomäne 1/2 
sAHP    langsame Nachhyperpolarisation 
SCN1A   Gen-Name: engl. Sodium voltage-gated channel alpha subunit1 
SDS    Natriumdodecylsulfat, engl. Sodium dodecyl sulfate 
SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese, engl. SDS polyacryl-
amide gel electrophoresis 
SEM    Standardfehler, engl. Standard error of the mean  
SGK    Serum-Glucokortikoid-regulierte-Kinase 
SK-Kanal   engl. Small conductance calcium-activated potassium channel 
Slack    engl. Sequence like a calcium-activated potassium channel 
Slack−/− bzw. Slack-KO Slack-Knockout 
Slack+/+   Slack-Wildtyp 
SlackL1/+   hetrozygoter Slack-Knockout 
Slick    engl. Sequence like a calcium-activated potassium channel 
Sos    engl. Son of sevenless 
SPF    spezifiziert Pathogen-frei 
TBC1D24   Gen-Name: engl. TBC1 domain family member 24 
TBE    Tris-Borat-EDTA  
Abkürzungsverzeichnis 
XX 
TEMED   Tetramethylethylendiamin 
TGF-β1   engl. Transforming growth factor-β1 
TM bzw. TMD   Transmembrandomäne 
TMEM16C (ANO3)  Anoctamin-3 
TNF    Tumornekrosefaktor 
TRAIL    engl. Tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand 
Trk    Tyrosinkinase 
tw.    Teilweise 
U    Umdrehungen 
UBC    Pale-Zellen, engl. Unipolar brush cells  
UTR    engl. Untranslated region 
UV    Ultraviolettstrahlung 
V    Volt 
v. a.    vor allem 
VE-Wasser   voll entsalzenes Wasser 
vGluT    Vesikuläre Glutamattransporter 
WB    Western Blot 
WHO    Weltgesundheitsorganisation; engl. World Health Organization 
WT    Wildtyp 
xCT    Cystein-Glutamat-Antiporter 
z. B.    zum Beispiel 
z. T.    zum Teil 
Zn2+    Zink-Ion 





 Glutamat und die glutamaterge Synapse 1.1
Glutamat ist der wichtigste exzitatorische Botenstoff des zentralen Nervensystems (ZNS) 
(Fonnum 1984) und ist sowohl als Aminosäurederivat als auch als Neurotransmitter an einer 
Vielzahl physiologischer Funktionen, wie beispielsweise der Gedächtnisbildung und der 
synaptischen Plastizität beteiligt (Meldrum 2000, Kauer und Malenka 2007, Schmid et al. 
2008). 
Stark erhöhte extrazelluläre Konzentrationen an Glutamat hingegen können zur 
exzitotoxischen neuronalen Schädigung führen (Choi et al. 1987, Choi 1994). 
Glutamatrezeptoren werden im Gehirn und den Spinalganglien von Neuronen sowie 
Gliazellen exprimiert (Hassel und Dingledine 2012). Da die Blut-Hirn-Schranke nahezu 
impermeabel für Glutamat ist, muss Glutamat im ZNS insbesondere in Gliazellen 
synthetisiert werden. In den Mitochondrien von v. a. Astrozyten aber auch Neuronen 
katalysiert die Glutamatdehydrogenase (GDH) die de novo Synthese von Glutamat durch die 
Transaminierung von α-Ketoglutarat (Lieth et al. 2001, Rowley et al. 2012). Zudem kann 
Glutamat aus dem synaptischen Spalt von Gliazellen aufgenommen und dort „recycelt“ 
werden. Bei diesem Vorgang wird Glutamat von der Glutaminsynthetase (GS) zu Glutamin 
konvertiert. Letzteres kann über Glutamintransporter in den Extrazellularraum abgegeben 
und von Synapsen glutamaterger Neurone aufgenommen werden, wo es dann durch die 
Glutaminase hydrolysiert und als Glutamat in Vesikeln gespeichert wird (siehe  
Abbildung 1.1) (Meldrum 2000, Platt 2007). Die intrazelluläre Glutamatkonzentration in den 
synaptischen Vesikeln ist sehr hoch und beträgt ca. 100 mM (Meldrum 2000). Im Gegensatz 
dazu ist die extrazelluläre Glutamatkonzentration sehr gering und beträgt nur etwa 1 - 2 µM 
(Anderson und Swanson 2000). Die Auslösung eines Aktionspotentials an der 
präsynaptischen Membran führt zur Öffnung spannungsabhängiger Ca2+-Kanäle. Dadurch 
kommt es zur Ca2+-induzierten Fusion synaptischer Vesikel mit der Plasmamembran und zur 
Freisetzung von Glutamat in den synaptischen Spalt. Dies bewirkt einen Anstieg der 
extrazellulären Glutamatkonzentration auf 0,1 - 1 mM. Das freigesetzte Glutamat kann 
anschließend entweder (I) an prä- und postsynaptische Rezeptoren binden, (II) über 
Glutamattransporter in das präsynaptische Neuron wiederaufgenommen und vesikulär 
gespeichert werden, (III) aus dem synaptischen Spalt abdiffundieren, oder wie bereits 
ausgeführt (IV) durch Glutamattransporter in Gliazellen aufgenommen werden (siehe 
Abbildung 1.1) (Anderson und Swanson 2000, Attwell 2000, Daikhin und Yudkoff 2000). 
GABAerge Neurone sind die bedeutendsten Gegenspieler der glutamatergen Neurone. 
GABA ist der wichtigste inhibitorische Neurotransmitter des ZNS. Er wird in GABAergen 
Neuronen durch die Glutamatdecarboxylase (GAD) getriggerte Decarboxylierung von 
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Glutamat synthetisiert (Roberts und Frankel 1950, Purves et al. 2001, Rowley et al. 2012). 
Die Aktivierung GABAerge Neurone kann zur Beendigung exzitatorischer postsynaptischer 
Potentiale beitragen (Schousboe und Waagepetersen 2007). 
 
 
Abbildung 1.1: Der Glutamat- und Glutaminstoffwechsel 
In Gliazellen und Neuronen katalysiert die Glutamatdehydrogenase die Aminierung von  
α-Ketoglutarat zu Glutamat. Zudem kann Glutamat aus dem synaptischen Spalt in Gliazellen 
aufgenommen und dort „recycelt“ werden. Dabei wird es durch die Glutaminsynthetase zu Glutamin 
konvertiert. Dieses wird durch Glutamintransporter in die Synapsen glutamaterger Neurone 
aufgenommen, dort in Glutamat umgewandelt und in Vesikeln gespeichert. Nach präsynaptischer 
Freisetzung kann Glutamat an postsynaptische Glutamatrezeptoren (iGluRs z. B. AMPA-/NMDA-




 in die Zelle, 
bzw. zur Freisetzung von Ca
2+
 aus intrazellulären Speichern. Dieser Ionenanstieg wiederum triggert 
eine Reihe nachgeschalteter Signalkaskaden (nicht gezeigt). AMPA-R = AMPA-Rezeptor, NMDA-R = 
NMDA-Rezeptor, mGluR = metabotrope Glutamatrezeptor, EAAT1 - 3 und EAAT5 = exzitatorische 
Aminosäuretransporter 1 - 3 und 5, vGluT = vesikuläre Glutamattransporter, ER = endoplasmatisches 
Retikulum, IP3R = Inositoltriphosphat-Rezeptor) 
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 Glutamattransporter 1.2
Glutamat wird im Gegensatz zu anderen Neurotransmittern nach Freisetzung in den 
synaptischen Spalt nicht enzymatisch abgebaut und kann auch nicht durch Diffusion in 
ausreichender Menge und mit ausreichender Geschwindigkeit abtransportiert werden. Daher 
besteht die einzige Möglichkeit zur Reduktion der extrazellulären Glutamatkonzentration in 
der Wiederaufnahme in Gliazellen und Neurone (Nicholls und Attwell 1990, Eliasof und 
Werblin 1993). Das dafür verantwortliche Glutamatwiederaufnahmesystem wird infolge hoher 
Glutamatkonzentrationen induziert, wodurch es schnell auf Konzentrationsänderungen 
reagieren und die Glutamatkonzentration effektiv reduzieren kann (Kanai und Hediger 1992, 
Duan et al. 1999, Ghosh et al. 2011, Vandenberg und Ryan 2013). Dies ist notwendig, um 
eine Sättigung der Glutamatrezeptoren, sowie die exzitotoxische Schädigung von Neuronen 
infolge exzessiver glutamaterger Transmission, zu verhindern. Anhand ihrer Spezifität sowie 
ihren kinetischen Eigenschaften können die Transportsysteme in zwei Klassen eingeteilt 
werden. So wird zwischen den (I) hochaffinen (Km = 2 - 50 µM) und (II) niedrigaffinen 
(Km > 100 µM) Glutamatwiederaufnahmesystemen unterschieden (Kanai et al. 1993). Die 
Aktivität hochaffiner Glutamattransporter (EAAT) hängt vom elektrochemischen Gradienten 
der Na+-Ionen ab. Dahingegen ist die Aktivität anderer Transportsysteme, wie beispielsweise 
vesikulärer Glutamattransporter (vGluTs) oder Cystein-Glutamat-Antiporter (xCT), Na+-
unabhängig (Anderson und Swanson 2000). Die in der Plasmamembran lokalisierten 
Glutamattransporter (EAAT und xCT) können neben Glutamat auch Aspartat ins Zellinnere 
transportieren. Vesikulären Transporter hingegen besitzen andere pharmakologische und 
funktionelle Eigenschaften. Ihre Aktivität ist abhängig vom Protonengradienten und der 
Transport ist selektiv für Glutamat (Meldrum 2000). Bislang wurden fünf verschiedene 
hochaffine Glutamattransporter identifiziert: GLAST/EAAT1 (Storck et al. 1992), 
GLT1/EAAT2 (Pines et al. 1992), EAAC1/EAAT3 (Kanai und Hediger 1992), EAAT4 
(Fairman et al. 1995) und EAAT5 (Arriza et al. 1997) (siehe Tabelle 1.1). Die erst später 
entdeckten humanen exzitatorischen Aminosäuretransporter EAAT1, EAAT2 und EAAT3 
weisen eine hohe Homologie zu den bereits zuvor aus Rattenhirn klonierten Glutamat-
Aspartat- (GLAST) und Glutamattransportern (GLT1), bzw. zu dem aus dem Gehirn des 
Kaninchens klonierten Exzitatorischen-Aminosäure-Carrier (EAAC1) auf (Pines et al. 1992, 
Arriza et al. 1994). Im Folgenden wird unabhängig von der Spezies ausschließlich die EAAT-
Nomenklatur benutzt (Arriza et al. 1994). Hochaffine Natrium-Ionen (Na+)-abhängige 
Transportproteine werden hauptsächlich von Gliazellen und Neuronen im ZNS exprimiert 
(Meldrum 2000, Vandenberg und Ryan 2013). Während die Glutamattransporter EATT1 und 
EATT2 vorzugsweise in Gliazellen vorkommen, werden die anderen drei Transporter 
EATT3 - 5 v. a. neuronal exprimiert (Seal und Amara 1999). Die Triebkraft für den Transport 
von Glutamat wird durch die Na+-/K+-ATPase Aktivität und den dadurch induzierten 
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transmembranären Gradienten von Na+ und Kalium-Ionen (K+) bestimmt. So erfolgt der 
EAAT1 - 3 vermittelte Transport eines Glutamatmoleküls ins Zellinnere im Co-Transport mit 
3 Na+ und 1 Wasserstoff-Ion (H+), während im Antiport 1 K+ die Zelle verlässt (Levy et al. 
1998, Vandenberg und Ryan 2013). Zudem konnte gezeigt werden, dass neuronale 
Glutamattransporter an Chlorid-Ionen (Cl−)-Kanälen gekoppelt sind. Infolge der Bindung von 
Glutamat an diese Transporter kommt es zur raschen Aktivierung des Cl−-Stroms und zur 
Hyperpolarisation des Neurons. Dies beeinflusst die weitere Freisetzung von Glutamat im 
Sinne eines negativen Feedbackmechanismus (Vandenberg und Ryan 2013). Die 
funktionelle Kopplung der Glutamattransporter an Cl−-Kanäle wurde v. a. in den 
Purkinjezellen des Cerebellums, welche überwiegend EAAT4 exprimieren, beobachtet 
(Kataoka et al. 1997). Interessanterweise zeigen die von Gliazellen exprimierten 
Glutamattransporter EAAT1 und EAAT2 unterschiedliche regionale Expressionsmuster. 
Während EAAT2 (GLT1) hauptsächlich im Hippocampus von Ratten nachgewiesen wurde, 
wird EATT1 (GLAST) v. a. cerebellär exprimiert (Lehre und Danbolt 1998, Meldrum 2000). 
Der in der postsynaptischen Membran von Rattenneuronen hoch exprimierte Transporter 
EAAC (entspricht dem humanen EAAT3), welcher dort eine 15-fach höhere 
Expressionsdichte als AMPA-Rezeptoren aufweist, kann zur Beendigung exzitatorischer 
präsynaptischer Ströme beitragen (Meldrum 2000). 

























Zelltyp v. a. Glia, 
tw. Neurone 








77 µM 2-90 µM 12 µM n. b. n. b. 
(Danbolt et al. 1990, Kanai und Hediger 1992, Pines et al. 1992, Storck et al. 1992, Arriza et al. 1994, 
Kirschner et al. 1994, Klockner et al. 1994, Zerangue et al. 1995, Velaz-Faircloth et al. 1996, Yamada 
et al. 1996, Arriza et al. 1997, Gegelashvili et al. 1997, Dehnes et al. 1998, Sims und Robinson 1999, 
Danbolt 2001).  
   Einleitung 
5 
 Ionotrope und metabotrope Glutamatrezeptoren 1.3
Durch die Stimulation präsynaptischer Neurone kommt es zur exozytotischen Freisetzung 
von Glutamat in den synaptischen Spalt. Die nachfolgende Bindung des Glutamats an seine 
postsynaptischen Rezeptoren führt zu deren Aktivierung und zur exzitatorischen 
synaptischen Transmission. Neben Axonen und Dendriten von Neuronen exprimieren auch 
Astrozyten, Oligodendrozyten und Mikroglia Glutamatrezeptoren (GluR) (Verkhratsky und 
Kirchhoff 2007, Hassel und Dingledine 2012). Glutamat kann außer an postsynaptische 
Rezeptoren auch an präsynaptische GluRs binden und dadurch seine eigene Freisetzung 
regulieren. Anhand des strukturellen Aufbaus der Rezeptoren und der Art der 
Erregungsübertragung unterscheidet man zwischen zwei verschiedenen Typen an GluRs, 
den ionotropen und metabotropen Glutamatrezeptoren. Ionotrope Glutamatrezeptoren 
(iGluRs) fungieren als ligandengesteuerte nichtselektive Ionenkanäle. Metabotrope 
Glutamatrezeptoren (mGluR) hingegen regulieren über die Aktivierung von G-Proteinen 
beispielsweise die Freisetzung von Calcium-Ionen (Ca2+) aus intrazellulären Speichern. 




Abbildung 1.2: Übersicht über die Glutamatrezeptorfamilien 
Glutamatrezeptoren können anhand ihres strukturellen Aufbaus sowie ihrer 
Signaltransduktionsmechanismen in ionotrope und metabotrope Glutamatrezeptoren unterteilt 
werden. Zu den iGluRs zählen NMDA-, AMPA- und Kainat-Rezeptoren. Diese ligandengesteuerten 
Ionenkanäle setzten sich aus je vier verschiedenen α-Untereinheiten zusammen. Die Klasse der 
mGluRs kann in drei Subfamilien unterteilt werden mGluRI-III. Dabei handelt es sich bei den 
Vertretern der Gruppe I um Gq-Protein-gekoppelte Rezeptoren, während die Rezeptoren der Gruppe II 




 Ionotrope Glutamatrezeptoren (iGluR) 1.3.1
Die ionotropen Glutamatrezeptoren lassen sich anhand der präferenziellen Affinität selektiver 
Agonisten in drei Klassen einteilen: die N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren (NMDA-R; GluN) 
(Watkins 1962), die α-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolpropionat-Rezeptoren (AMPA-R; 
GluA) (Krogsgaard-Larsen et al. 1980), sowie die Kainat-Rezeptoren (GluK) (Shinozaki und 
Konishi 1970, Dingledine und McBain 1999). Alle drei Rezeptorfamilien weisen eine hohe 
Affinität für Glutamat auf. Anfang der 1990er Jahren wurde, im Rahmen zahlreicher 
Klonierungsstudien, der strukturelle Aufbau dieser Rezeptoren genauer untersucht 
(Hollmann et al. 1989, Boulter et al. 1990, Hollmann und Heinemann 1994). Bis heute 
konnten 15 iGluR-Untereinheiten identifiziert werden, für die sechs verschiedene 
Genfamilien kodieren. So existieren neben den sieben NMDA-Rezeptoruntereinheiten GluN1 
(NR1), GluN2A-D (NR2A-D), GluN3A und GluN3B (NR3A und NR3B), vier AMPA-
Rezeptoruntereinheiten (GluR1-GluR4) und fünf Kainat-Rezeptoruntereinheiten (KA1, KA2, 
GluR5-GluR7) (siehe Abschnitt 1.2, Abbildung 1.2) (Traynelis et al. 2010). 
AMPA- und Kainat-Rezeptoren können in Abhängigkeit der Zusammensetzung ihrer 
Untereinheiten ausschließlich von monovalenten Ionen (Na+ und K+) oder zusätzlich auch 
von divalenten Ca2+-Ionen passiert werden (Dingledine et al. 1999, Dingledine und McBain 
1999, Traynelis et al. 2010). NMDA-Rezeptoren hingegen sind sowohl für mono- als auch 
divalenten Kationen (Na+, K+ und Ca2+) permeabel. Zudem bestimmt die Zusammensetzung 
der Untereinheiten die Bindungs- und Aktivierungseigenschaften der Rezeptoren (Dingledine 
et al. 1999, Cull-Candy et al. 2001, Paoletti et al. 2013). Allen iGluRs gemein ist ihre 
tetramere Struktur. So wird ein funktioneller Rezeptor durch die Zusammenlagerung von vier 
gleichen (homomere iGluRs) oder unterschiedlichen (heteromere iGluRs) Untereinheiten 
gebildet. Die verschiedenen Rezeptoruntereinheiten der iGluRs sind sehr homolog 
zueinander und bestehen aus ca. 900 Aminosäuren. Im Gegensatz zu den klassischen 
ligandengesteuerten Ionenkanälen (LGICs) besitzt jede dieser Untereinheiten nur drei  
α-helicale Transmembrandomänen (TMD I, III und IV). Dies bedingt die jeweils extrazelluläre 
Lokalisation der ca. 400 Aminosäuren langen Amino-Terminus-Domäne (NTD) der 
Untereinheiten (Dingledine et al. 1999, Traynelis et al. 2010). Typischerweise enthält diese 
mehrere Glykosylierungsstellen und ist für die Oligomerisierung der Rezeptoren einiger 
iGluR-Unterfamilien verantwortlich (Hollmann und Heinemann 1994, Wo und Oswald 1994, 
Bennett und Dingledine 1995). Die Carboxy-Terminus-Domäne (CTD) ist intrazellulär 
lokalisiert und ermöglicht die untereinheitenspezifischen Interaktionen mit Proteinen, die z. B. 
den Transport und die Verankerung der Rezeptoren in der postsynaptischen Membran oder 
das synaptische Recycling regulieren (Braithwaite et al. 2000, Sheng und Lee 2001, Barry 
und Ziff 2002, Wenthold et al. 2003, Prybylowski und Wenthold 2004). Die ebenfalls 
extrazellulär lokalisierte Liganden-Bindungs-Domäne (LBD) umfasst zwei getrennte 
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Subdomänen, die S1- bzw. S2-Domänen, welche Agonisten binden. Dabei befindet sich die 
ca. 150 Aminosäuren umfassende S1-Domäne direkt vor der TM I-Domäne und die ähnlich 
große S2-Domäne zwischen der TM III- und TM IV-Domäne (Stern-Bach et al. 1994). Diese 
beiden Segmente sind maßgeblich für die allosterische Agonistenbindung verantwortlich. 
Flexible Verbindungsstücke, die sogenannten Linker verbinden die S1-Domäne mit der 
TMD I und die S2-Domäne mit der TMD III bzw. TMD IV (Armstrong et al. 1998, Armstrong 
und Gouaux 2000, Madden 2002). Die zweiblättrige Struktur der ligandenfreien LBD ist 
vergleichbar mit einer geöffneten Muschel (Mano 1996), wobei jede der beiden Domänen 
eine Muschelhälfte symbolisiert. Die Vorstellung des Funktionsprinzips der Aktivierung sowie 
der Desensitisierung der iGluRs beruht auf Kristallisationsstudien mit LBDs von AMPA-/ 
NMDA-Rezeptoren (Armstrong et al. 1998, Furukawa und Gouaux 2003, Mayer 2006). Das 
Gating-Modell der Glutamatrezeptoren umfasst drei aufeinanderfolgende Schritte. 
Grundlegend für den Aktivierungsmechanismus ist zunächst die Dimerisierung zweier 
benachbarten LBDs über ihre S1-Subdomänen (Furukawa et al. 2005). Bei der Aktivierung 
von iGluRs kommt es initial zur Bindung des Agonisten in die Tasche der LBD. Dabei 
interagiert der Agonist zunächst mit dem S1-Segment. Anschließend kommt es zur 
Wechselwirkung zwischen dem Agonisten und einer spezifischen Aminosäuresequenz des 
S2-Segments, welches dadurch in der Richtung S1-Domäne gezogen wird. Infolge dieser 
Rotationsbewegung der S2-Domäne kommt es zum Schließen der muschelartigen Struktur 
der LBD, wodurch sich die S2-Domänen voneinander wegbewegen. Diese 
Konformationsänderung wird über die Linker an die TMDs weitergeleitet, was zur Öffnung 
des Kanals führt (Banke und Traynelis 2003, Mayer und Armstrong 2004, Vyklicky et al. 
2014). Die andauernden Agonistenbindung bedingt eine weitere Konformationsänderung der 
Untereinheiten, die mit der Desensitisierung des Rezeptors einhergeht. Dabei kommt es an 
der Grenzfläche der S1-Domänen der Rezeptordimere zur Abnahme der Wechselwirkungen 
zwischen den beiden Domänen. Dies führt zur Inaktivierung des Rezeptors trotz 
gebundenem Agonisten. Erst nach Dissoziation des Agonisten kann der Rezeptor in den 
Ruhezustand übergehen um dann erneut aktiviert werden zu können (Sun et al. 2002, 
Armstrong et al. 2006). Während NMDA-Rezeptoren nur langsam desensitisieren, kommt es 
innerhalb weniger Millisekunden zur raschen Desensitisierung von AMPA- und Kainat-
Rezeptoren. Experimentell kann diese Desensitisierung durch Zugabe verschiedener 
Substanzen, wie z. B. Cyclothiazid oder Concavalin, welche die Interaktion zwischen den  
S1-Domänen verstärken, inhibiert werden. Die Porenregion der iGluR-Untereinheiten 
unterscheidet sich strukturell ebenfalls von der klassischer LGICs. Sie wird durch eine, die 
Membran nicht vollständig durchspannende Haarnadelschleife (TM II Domäne) gebildet, die 
von der intrazellulären Seite in die Membran hineinragt und eine signifikante 
Strukturähnlichkeit zum P-loop der K+-Kanäle aufweist (Bennett und Dingledine 1995). Auch 
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die Aminosäuresequenzen der TMD II und des Kaliumselektionsfilters der K+-Kanäle weisen 
eine große Homologie zueinander auf. Interessanterweise enthalten diese Sequenzen 
jeweils Aminosäurereste, die für die Ionenselektivität des Rezeptors bzw. Kanals 
entscheidend sind (Heginbotham et al. 1992, Panchenko et al. 2001, Madden 2002). Durch 
die simultane Stimulation mehrerer iGluRs kommt es zu einem massiven Einstrom an 
Kationen, was letztlich zur Aktionspotentialbildung in der Postsynapse führt. Dies stellt den 
schnellsten Weg der exzitatorischen synaptischen Transmission innerhalb des zentralen und 
peripheren Nervensystems dar (Meldrum 2000). 
NMDA-Rezeptoren 
Die NMDA-Rezeptoren spielen sowohl unter physiologischen (siehe 1.3.1, Physiologische 
Rolle der NMDA-Rezeptoren) als auch pathologischen Bedingungen (siehe 1.4) eine große 
Rolle. So ist der NMDA-Rezeptor Hauptmediator Glutamat-induzierter Exzitotoxizität (Choi et 
al. 1987, Dong et al. 2009). Die sieben bislang identifizierten Untereinheiten der NMDA-
Rezeptoren, die GluN1-GluN3s (siehe 1.3, Abbildung 1.2), werden jeweils von einem 
separaten Gen kodiert (Monyer et al. 1994). Zudem existieren acht verschiedenen 
Spleißvarianten der GluN1-Untereinheiten (Vyklicky et al. 2014). Durch die Existenz 
verschiedener Untereinheiten sowie Spleißvarianten ergibt sich eine große Vielfalt an 
möglichen Rezeptorkombinationen. Eine funktionelle tetramere Kanalpore wird durch 
Zusammenlagerung von mindestens einer obligaten GluN1-Untereinheiten sowie einer oder 
mehrerer GluN2- und/oder GluN3-Untereinheiten gebildet (Dingledine et al. 1999). Die 
Isoform der eingebauten GluN2-Untereinheiten bestimmt dabei maßgeblich die 
pharmakologischen, sowie physiologischen Eigenschaften des Rezeptors, wie 
beispielsweise die Affinität gegenüber Agonisten sowie porenverschließenden Mg2+-Ionen 
(Wollmuth et al. 1998), die Permeationseigenschaften, die Einzelkanalleitfähigkeit und die 
Lokalisation (Dingledine und McBain 1999, Wollmuth und Sobolevsky 2004, Traynelis et al. 
2010). In in-situ-Hybridisierungsstudien an Rattengehirnen wurde nachgewiesen, dass die 
Expression der verschiedenen NMDA-Rezeptorsubtypen einerseits von der Entwicklung des 
Gehirns und andererseits von der Gehirnregion abhängt (Watanabe et al. 1993, Monyer et 
al. 1994, Watanabe et al. 1994, Kohr 2006). GluN1-Transkripte sind bereits früh in der 
Embryonalentwicklung (E 14) nachweisbar und werden in adulten Nagergehirnen in nahezu 
allen Neuronen exprimiert. Im Lauf der Embryonalentwicklung werden neben den GluN1-
Transkripten auch GluN2B- und GluN2D-Transkripte exprimiert. Die GluN2A- und GluN2C-
Isoformen sind dagegen pränatal nicht detektierbar. Erst ab der Geburt nimmt die Expression 
dieser beiden Untereinheiten zu. Im Gegenzug nimmt die Abundanz der GluN2B- und 
GluN2D-Untereinheit im Laufe der postnatalen Gehirnentwicklung ab. Auch werden 
regionale Unterschiede in der Expression der GluN2-Rezeptorsubtypen innerhalb des ZNS 
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beobachtet. In messenger RNA (mRNA)-Expressionsstudien adulter Rattengehirne wurden 
GluN2A-Transkripte in nahezu allen Gehirnregionen, mit Ausnahme des Hypothalamus, 
nachgewiesen. GluN2B wird zwischen P 0 und P 12 hauptsächlich im Cortex und dem 
Hippocampus, sowie in kleinerer Menge auch im Striatum, dem Septum, den Thalamischen 
Kerngebieten und dem Cerebellum exprimiert. Im adulten Gehirn beschränkt sich die 
Expression dieser Untereinheit auf das Vorderhirn und den Hippocampus. Die GluN2D-
Genexpression erreicht im frühen Embryonalstadium das Maximum und nimmt nach der 
ersten postnatalen Woche immer mehr ab. Im adulten Gehirn wird GluN2D nur noch 
begrenzt exprimiert. Lediglich im Thalamus und Hypothalamus, wo in frühen postnatalen 
Entwicklungsstadien hohe mRNA-Level detektiert werden, konnten noch Transkripte 
nachgewiesen werden. Die Expression der GluN2C-Untereinheiten beschränkt sich in 
erwachsenen Tieren hauptsächlich auf das Cerebellum (Monyer et al. 1994). Rezeptoren, 
die GluN3-Untereinheiten beinhalten, werden in geringerer Menge als GluN1- und GluN2-
Rezeptoren exprimiert und sind bislang noch nicht so gut erforscht (Perez-Otano et al. 2016). 
Seit jedoch festgestellt wurde, dass die Expression dieser Untereinheiten einen Einfluss auf 
die Dichte der dendritischen Dornfortsätze (Spines) (Das et al. 1998, Roberts et al. 2009), 
die Synapsenreifung (Roberts et al. 2009), die Gedächtniskonsolidierung (Roberts et al. 
2009), das Zellüberleben (Nakanishi et al. 2009) und die Entstehung verschiedener 
Neuropathologien (Perez-Otano et al. 2016) hat, erlangen diese zunehmend 
wissenschaftliches Interesse. Die GluN3A-Expression nimmt vor allem in den ersten beiden 
Lebenswochen stark zu, bevor sie anschließend wieder abnimmt. In erwachsenen Tieren 
können nur geringe Mengen an GluN3A-Transkripten nachgewiesen werden. Dieses 
entwicklungsspezifische Expressionsprofil der GluN3A-Untereinheit wurde für viele 
Gehirnregionen und in verschiedenen Spezies beobachtet. Dies führt zur Annahme, dass 
GluN3A v. a. im Rahmen der pränatalen neuronalen Entwicklung eine bedeutende Rolle 
spielt (Henson et al. 2010). Dahingegen können GluN3B-Transkripte erst ab der Geburt 
detektiert werden. Die Expression dieser Untereinheiten nimmt im Lauf der postnatalen 
Entwicklung immer mehr zu. Transkripte konnten im Neocortex, dem Hippocampus, im 
Striatum, dem Cerebellum, dem Hirnstamm und im Rückenmark nachgewiesen werden 
(Henson et al. 2010). Alle NMDA-Rezeptoruntereinheiten weisen eine große Homologie 
zueinander auf und ihre strukturelle Organisation entspricht der typischen Struktur der 
Glutamatrezeptoruntereinheiten (siehe 1.3.1). Die extrazellulären LBDs und NTDs der 
Untereinheiten sind für die Aktivierung und die Desensitisierung der NMDA-Rezeptoren bzw. 
die Interaktion der verschiedenen Rezeptoruntereinheiten untereinander wichtig (Ayalon und 
Stern-Bach 2001, Meddows et al. 2001). Eine Vielzahl endogener sowie synthetischer 
Liganden kann die Aktivität der NMDA-Rezeptoren beeinflussen. Dabei kommt es zur 
Interaktion der Liganden mit einem Bereich der NTD, welcher eine gewisse 
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Sequenzhomologie zum bakteriellen LIVBP (Leucin-Isoleucin-Valin-Liganden-Bindeprotein) 
aufweist (O'Hara et al. 1993, Paoletti et al. 2000, Herin und Aizenman 2004). Die Bindung 
allosterischer Modulatoren, wie beispielsweise Zink-Ionen (Zn2+) an die GluN2A- und 
GluN2B-Untereinheit führt zu einem verminderten Gating der NMDA-Rezeptoren (Paoletti et 
al. 2000, Rachline et al. 2005). Zudem unterscheiden sich NMDA-Rezeptoren in ihren 
Aktivierungseigenschaften stark von anderen LIGCs. So ist die Membranpore der 
Rezeptoren bei physiologischen Membranpotentialen (−90 bis −65 mV) durch 
spannungsabhängig gebundene Magnesium-Ionen (Mg2+) verschlossen (Nowak et al. 1984). 
Daher ist für die Aktivierung konventioneller GluN1-/GluN2-Rezeptoren sowohl die Bindung 
endogener Agonisten an die LBD (Vyklicky et al. 2014) als auch die gleichzeitige 
Depolarisation der Membran notwendig (Mayer und Westbrook 1987, Ascher und Nowak 
1988), weshalb die NMDA-Rezeptoren auch als Koinzidenzdetektoren bezeichnet werden 
(Seeburg et al. 1995). Die Depolarisation der Membran erfolgt durch die glutamaterge 
Aktivierung benachbarter ionotroper nicht-NMDA-Rezeptoren (v. a. AMPA-Rezeptoren) 
sowie der nachfolgenden Öffnung spannungsabhängiger Na+-Kanäle (Bliss und Collingridge 
1993). Die Agonisten der iGluRs werden in volle und partielle Agonisten unterteilt. Während 
Glycin eine hohe Affinität gegenüber GluN1- und GluN3-Untereinheiten aufweist (Yao und 
Mayer 2006), bindet Glutamat als voller Agonist an die GluN2-Untereinheit. Die Aktivierung 
von GluN1/GluN3 NMDA-Rezeptoren hingegen erfolgt durch Glycin alleine und wird weder 
durch die Anwesenheit von Glutamat noch durch Mg2+-Ionen beeinflusst. Daher werden 
diese Rezeptoren auch als exzitatorische Glycinrezeptoren bezeichnet (Chatterton et al. 
2002). In elektrophysiologischen Untersuchungen konnten nur kleine, schnell 
desensitisierende Ströme durch diese Kanäle gemessen werden. Zudem zeigen sie nur eine 
geringe Leitfähigkeit für Ca2+-Ionen. Rezeptoren, die neben den beiden GluN1-
Untereinheiten je eine GluN2- und GluN3-Untereinheit enthalten, zeigen eine ebenfalls 
verminderte Einzelkanalleitfähigkeit, sowie eine reduzierte Ca2+-Permeabilität und  
Mg2+-Sensitivität (Madry et al. 2007). 
Physiologische Rolle der NMDA-Rezeptoren 
Die Aktivierung der iGluRs durch Neurotransmitter ist direkt an den Erregungszustand einer 
Zelle gekoppelt. So dient die physiologische Aktivierung dieser Rezeptoren der 
Aufrechterhaltung der erregenden Signalübertragung zwischen den Neuronen. Der Strom 
durch die Kanalpore der NMDA-Rezeptoren wird hauptsächlich von Ca2+-Ionen bestimmt, 
wodurch es zur nachfolgenden Aktivierung Ca2+-abhängiger second messenger Kaskaden in 
der postsynaptische Zelle und zur Weiterleitung des Signals in den Zellkern kommt. Dort 
findet dann die Transkription sowie die nachfolgende Translation diverser Gene und ihrer 
Proteinprodukte statt. Dabei erfolgt einerseits die Neusynthese von Proteinen, die für das 
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Überleben der Nervenzelle notwendig sind und andererseits die Synthese von Proteinen, die 
die Effizienz der synaptischen Signalübertragung beeinflussen. Dies führt zur Modifikation 
der Neurone sowie der synaptischen Verbindung der Nervenzellen untereinander und 
bedingt so die Ausbildung der synaptischen Plastizität, welche die Grundlage für die 
Gedächtnisbildung und Lernprozesse darstellt (Bliss und Collingridge 1993, Malenka und 
Nicoll 1999, Gillessen et al. 2002). Die Überaktivität von Glutamat ist Teil der pathologischen 
Mechanismen im Verlauf vieler ZNS-Erkrankungen, wie z. B. Schlaganfällen, Hirntraumata, 
Morbus Parkinson, Morbus Alzheimer und Huntington (Kemp und McKernan 2002, Vyklicky 
et al. 2014). Darüber hinaus wurde im Rahmen von Epilepsien und neuropathischen 
Schmerzen eine gesteigerte glutamaterge Signalübertragung beobachtet. Infolge der 
Überaktivierung postsynaptischer Glutamatrezeptoren kommt es u. a. zum massiven 
Einstrom an Ca2+-Ionen. Dies bedingt die Modulation nachgeschalteter Signalprozesse, 
wodurch es zu kurz- und langfristigen Veränderungen der Neurone kommt (siehe 1.4) 
(Hardingham und Bading 2003). 
AMPA-Rezeptoren 
AMPA-Rezeptoren vermitteln den Hauptteil der schnellen exzitatorischen Neurotransmission 
im ZNS (Henley, 2013). Als tertamere Rezeptoren setzten sie sich aus den vier GluR1-
GluR4-Untereinheiten zusammen, welche eine große Aminosäuresequenzhomologie  
(68 - 73 %) zueinander aufweisen. Die Struktur der AMPA-Rezeptoren, sowie die Gating-
Mechanismen entsprechen denen der anderen iGluRs (siehe 1.3.1) (Henley und Wilkinson 
2013). Meist werden heteromere Komplexe, wie GluR1/GluR2 bzw. GluR2/GluR3, 
ausgebildet, jedoch können sich auch vier identische Untereinheiten zu homotetrameren 
Rezeptorkomplexen zusammenlagern (Hollmann und Heinemann 1994, Wenthold et al. 
1996, Dingledine et al. 1999). Zudem wird die Rezeptorvariabilität durch die Existenz 
verschiedener Spleißvarianten erhöht. So existieren von jeder AMPA-Untereinheit zwei 
Spleißvarianten, welche als Flip- bzw. Flop-Variante bezeichnet werden und sich in der Ab- 
bzw. Anwesenheit eines alternativ gespleißten Exons unterscheiden. Dieses Exon führt 
dazu, dass die Flop-Varianten der Untereinheiten je eine zusätzliche, der TMD IV 
vorangestellte, 38 Aminosäuren umfassende Sequenz enthalten (Sommer et al. 1990, Wright 
und Vissel 2012, Henley und Wilkinson 2013). Flip- und Flop-Varianten unterscheiden sich in 
ihren Desensitisierungseigenschaften, entsprechend desensitisieren Flip-Varianten 
langsamer und weniger stark als Flop-Varianten (Mosbacher et al. 1994, Partin et al. 1994, 
Partin et al. 1996). Zudem kommt es zur posttranskriptionellen RNA-Editierung der GluR2-
Untereinheit. Dabei wird ein Adenosinrest der prä-mRNA, welcher sich im Porenregion-
kodierenden Sequenzbereich befindet, durch das Enzym Adenosindeaminase (adenosine 
deaminase acting on RNA (ADAR)) zu Inosin deaminiert. Dies bedingt eine veränderte 
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Nukleotidsequenz der reifen mRNA sowie eine veränderte Basentriplettabfolge (CIG statt 
CAG). Dadurch kommt es an den Ribosomen zur Interaktion der mRNA mit Guanosyl- statt 
mit Adenosyl-tRNA, was nachfolgend die Translation von Arginin (R) statt Glutamin (Q) 
bewirkt (Seeburg 1996, Wright und Vissel 2012, Henley und Wilkinson 2013). Das Ausmaß 
der Editierung ist dabei abhängig von der Gehirnentwicklung und Spezies. So werden 
GluR2-Untereinheiten der Ratte zu 100 % editiert, während z. B. humane GluR2-
Untereinheiten in der Substantia nigra nur zu 72 % ediert werden (Nutt und Kamboj 1994). 
Der Austausch von Glutamin gegen das geladene Arginin führt zu einer extrem verminderte 
Ca2+-Permeabilität, sowie einer geringeren Einzelkanalleitfähigkeit und einer annähernd 
linearen Strom-Spannungsbeziehung der Rezeptoren. AMPA-Rezeptoren, welche die R-
Variante der GluR2-Untereinheit enthalten, sind nahezu undurchlässig für Ca2+-Ionen (Jonas 
et al. 1994, Jonas und Burnashev 1995, Wright und Vissel 2012). Mehrere Publikationen 
zeigen, dass die R-Variante von GluR2 dominant in heteromeren Rezeptorkomplexen 
verbaut wird (Hume et al. 1991, Verdoorn et al. 1991, Swanson et al. 1997). Zudem weisen 
einige Studien darauf hin, dass die RNA-Editierung an der Q/R-Stelle einen entscheidenden 
Einfluss auf die Oberflächenexpression der Rezeptoren nimmt (Greger et al. 2002, Greger et 
al. 2003, Wright und Vissel 2012, Henley und Wilkinson 2013). Des Weiteren werden die 
AMPA-Rezeptoruntereinheiten GluR2, GluR3 und GluR4 an der R/G-Stelle ediert, die sich N-
terminal zur Flip-/Flop-Aminosäuresequenz zwischen der TMD II und TMD III befindet. Dabei 
kommt es zum Austausch von Arginin durch Glycin, was zu einer verminderten 
Desensitisierung und zu einer beschleunigten Reaktivierbarkeit der Rezeptoren führt (Lomeli 
et al. 1994, Wright und Vissel 2012). Je nach AMPA-Rezeptorzusammensetzung und der 
dadurch bedingten Durchlässigkeit der Rezeptoren für Ca2+-Ionen sind diese an der 
synaptischen Plastizität, der Langzeitpotenzierung/-depression (LTP/LTD) sowie an 
exzitotoxischen Prozessen beteiligt. Interessanterweise werden AMPA-Rezeptoren nach 
ihrer Synthese in Transportvesikeln postsynaptischer Neurone gespeichert und 
zurückgehalten. Erst infolge synaptischer Aktivität vermitteln Transportproteine die 
aktivitätsabhängige Translokation der Rezeptoren und deren Einbau in die postsynaptische 
Membran von Neuronen des Hippocampus oder Cerebellums (Ehlers 2000, Gerges et al. 
2004, Lee et al. 2004). Darüber hinaus zeigen Befunde von Peng et al., dass neben AMPA-
Rezeptoren, denen die GluR2-Untereinheit fehlt, auch solche, die die uneditierte Form von 
GluR2 enthalten, einen Einfluss auf exzitotoxische Neuronendegeneration während Ischämie 
haben (Peng et al. 2006).  
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 Metabotrope Glutamatrezeptoren (mGluR) 1.3.2
Neben den iGluRs existiert noch die erst später entdeckte Gruppe der metabotropen 
Glutamatrezeptoren (mGluRs). So konnten Sladeczek et al. in den 80-er Jahren erstmals 
zeigen, dass Glutamat zu einer Erhöhung des intrazellulären second messengers 
Inositoltriphosphat (IP3) führt (Sladeczek et al. 1985). Zwei Jahre später identifizierte 
Sugiyama et al. eine neue Rezeptorklasse und prägte den Begriff des metabotropen 
Glutamatrezeptors. Inzwischen wurden acht verschiedene Gene identifiziert, welche für die 
mGluR1 - 8 Rezeptoren kodieren. Zudem existiert eine Vielzahl an Spleißvarianten. Alle 
mGluRs besitzen sieben transmembranäre Domänen, einen extrazellulären N-Terminus und 
einen intrazellulären C-Terminus (Nakanishi und Masu 1994). Dabei ist jedoch zu beachten, 
dass die mGluRs keinerlei Sequenzhomologie zu anderen G-Protein gekoppelten 
Rezeptoren aufweisen (Hollmann und Heinemann 1994). Innerhalb des ZNS besitzen 
mGluRs eine Vielzahl an Funktionen, so mediieren sie u .a. langsame exzitatorische 
Potentiale (EPSPs) (Glaum und Miller 1992, McCormick und von Krosigk 1992, Eaton et al. 
1993, Nakanishi und Masu 1994) und inhibitorische postsynaptische Potentiale (IPSPs) 
(Fiorillo und Williams 1998). Zudem sind sie an der Regulation von Ca2+-, K+- und nicht 
selektiven Ionenkanälen beteiligt und fördern bzw. hemmen die präsynaptische 
Neurotransmitterfreisetzung. Daneben tragen sie zur Induktion von LTP und LTD, dem in 
vitro Korrelat der Gedächtnisbildung, sowie der Regulation des iGluR-Transports bei. Des 
Weiteren modifizieren mGluRs die NMDA-Rezeptor-vermittelte synaptische Transmission 
sowie die neuronale Entwicklung. Andererseits sind sie an der Entstehung verschiedener 
neuronaler Erkrankungen wie Epilepsien, Angst, Fragiles X Syndrom, Hypoxie sowie 
exzitotoxischem Zelltod beteiligt (Ferraguti und Shigemoto 2006). Die mGluRs können 
anhand der Sequenzhomologien zueinander, ihren pharmakologischen Eigenschaften, sowie 
den unterschiedlichen nachgeschalteten Signaltransduktionswegen in drei Subfamilien 
eingeteilt werden (siehe Abschnitt 1.3, Abbildung 1.2) (Nakanishi und Masu 1994, Conn und 
Pin 1997, Alagarsamy et al. 1999, Schoepp et al. 1999). Während mGluRs einer Familie eine 
70 %-ige Übereinstimmung in ihrer Aminosäuresequenz zeigen, besteht zwischen den 
Rezeptoren unterschiedlicher Subfamilien eine maximal 45 %-ige Sequenzhomologie. Die 
Gruppe I der metabotropen Glutamatrezeptoren (mGluRIs) umfasst die beiden Subtypen 
mGluR1 und mGluR5 sowie zahlreiche verschiedene Spleißvarianten dieser beiden 
Rezeptorsubtypen. Sowohl mGluR1 als auch mGluR5 sind vorwiegend postsynaptisch 
lokalisiert (Pin und Duvoisin 1995, Schoepp 2001, Dong et al. 2009) und an Gq gekoppelten. 
Infolge der Aktivierung dieser Rezeptoren kommt es zur Stimulation der Phospholipase C 
(PLC), welche die Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) triggert. Die 
Spaltung von PIP2 führt zum Anstieg der IP3- und Diacylglycerol (DAG)-Konzentration im 
Zellinneren. Dort bindet IP3 an IP3-Rezeptoren des endoplasmatischen Retikulums (ER), 
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wodurch es zur Freisetzung von Ca2+-Ionen aus dem ER kommt. DAG und Ca2+ führen 
nachfolgend zur Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) (Fukunaga et al. 1992, Iqbal Hasham 
et al. 1997). Dies wiederum führt zur Phosphorylierung zahlreicher Zielproteine inklusive der 
AMPA- und NMDA-Rezeptoren. Bedingt durch diese Phosphorylierung können mGluRs 
Einfluss auf die neuronale Aktivität der Neurone nehmen. Zur Gruppe II der mGluRs 
(mGluRIIs) zählen die beiden Subtypen mGluR2 und mGluR3. In der Gruppe III (mGluRIIIs) 
finden sich die mGluR4s, mGluR6s, mGluR7s und mGluR8s. Die Rezeptoren dieser beiden 
Gruppen sind an Gi gekoppelt und führen damit zu einer Hemmung der Adenylatcyclase-
Aktivität. Dadurch kommt es zur Abnahme der intrazellulären cAMP-Konzentration, was 
letztlich zu gesteigerten K+- und verringerten Ca2+-Strömen und der dadurch bedingten 
Hyperpolarisation der Zellmembran führt (Schoepp 2001). Metabotrope GluRII/III sind 
hauptsächlich präsynaptisch lokalisiert und modulieren u. a. die Neurotransmitterfreisetzung 
(Conn und Pin 1997, Shigemoto et al. 1997, Cartmell und Schoepp 2000, Schoepp 2001). Im 
Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen tragen mGluR1 und mGluR5 durch die 
Generierung langsamer EPSPs, sowie der dadurch bedingten Modulation von Ionenkanälen, 
zum Zelltod bei. Im Gegensatz dazu deuten die Ergebnisse von Lee et al. auf einen 
protektiven Einfluss der mGluR2s auf das neuronale Zellüberleben im Rahmen der Morbus 
Alzheimer Erkrankung hin. So kommt es infolge der Aktivierung von mGluR2 u. a. zur 
Aktivierung des ERK-Signalwegs sowie zur gesteigerten Phosphorylierung des Tau-Proteins 
und zur Reduktion von oxidativem Stress (Lee et al. 2004, Lee et al. 2009). Die 
verschiedenen Rezeptorsubtypen unterscheiden sich jedoch nicht nur funktional, auch ihre 
regionale Expression im ZNS ist unterschiedlich. Im Gehirn erwachsener Ratten konnten 
mittels in-situ-Hybridisierung und immunohistochemischen Untersuchungen die 
verschiedenen Expressionsmuster der mGluR-Subtypen aufgezeigt werden. Im Folgenden 
wird allerdings nur auf die Expression der mGluRs der Gruppe I genauer eingegangen. So 
werden mGluR1s v. a. im Cerebellum und den Mitralzellen des Riechkolbens sowie dem 
Hippocampus, dem Thalamus und der Substantia nigra exprimiert. Dahingegen konnten 
mGluR5-Transkripte der Rezeptoren u. a im cerebralen Cortex, dem Hippocampus, dem 
Subiculum, dem Riechkolben, dem Striatum und anderen Hirnstrukturen nachgewiesen 
werden. Die Arbeit von Ferraguti et al. deutet zudem daraufhin, dass mGluR5s nicht im 
Cerebellum exprimiert werden (Ferraguti und Shigemoto 2006). 
 Glutamat-vermittelte Exzitotoxizität 1.4
Der von Olney et al. geprägte Begriff Exzitotoxizität beschreibt den Tod einer Nervenzelle 
infolge der Schädigung durch exzessive und andauernde Stimulation mit exzitatorischen 
Aminosäuren (EAAs) (Olney 1969). Als EAAs bezeichnet man eine Gruppe strukturell 
verwandter Aminosäuren, wie beispielsweise Glutamat und Aspartat. Diese besitzen die 
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Eigenschaft Neurone innerhalb des ZNS zu erregen und wenn sie über einen längeren 
Zeitraum in entsprechend hoher Konzentration administriert werden zu schädigen (Gillessen 
et al. 2002). Als wichtigster exzitatorischer Neurotransmitter des ZNS ist Glutamat somit 
konzentrationsabhängig entweder an der physiologischen Neuronenaktivität (siehe 1.3.1, 
Physiologische Rolle der NMDA-Rezeptoren) oder an der Schädigung von Neuronen 
beteiligt. Bereits 1957 wurde der neurotoxische Effekt von Glutamat in einem Retina-Modell 
der Maus beschrieben. Lucas und Newhouse fanden heraus, dass die Injektion von  
L-Glutamat zu einer Schädigung der inneren Schichten der Mausretina führt und deckten so 
die neurotoxische Rolle des Neurotransmitters auf (Lucas und Newhouse 1957). Etwa  
10 Jahre später wurde dann von Olney et al. das pathologische Modell zur Aminosäure-
induzierten Exzitotoxizität beschrieben (Olney 1969). In zahlreichen nachfolgenden Studien, 
die das Ausmaß der Kainat-induzierten neuronalen Schädigung in unterschiedlichen 
Gehirnregionen untersuchten, konnte der neurotoxische Effekt der EAAs bestätigt werden 
(Schwarcz und Coyle 1977, Coyle et al. 1978, Nadler et al. 1978, Coyle et al. 1981, Gillessen 
et al. 2002). Im Verlauf der Exposition von Neuronen mit pathologischen 
Glutamatkonzentrationen kommt es zur Schwellung von Dendriten und zur vakuolären 
Degeneration neuronaler Somata, die als charakteristische, morphologische Merkmale des 
nekrotischen Zelltods gelten. Daher wurde zunächst angenommen, dass es infolge der 
Exzitotoxizität zur Nekrose, d. h. zum unkontrollierten Zelltod der Neurone kommt (Olney 
1969, Olney et al. 1971, Olney et al. 1986, Lipton 1999, Gillessen et al. 2002). Jedoch 
zeigten nachfolgende Untersuchungen, dass es infolge einer gestörten 
Glutamathomöostase, also der Anreicherung von Glutamat im synaptischen Spalt bedingt 
durch eine gesteigerte präsynaptische Freisetzung bzw. verminderte Wiederaufnahme 
(Schousboe 1981, Doble 1999), zur Aktivierung verschiedener Zelltodmechanismen kommt. 
Sowohl morphologische als auch biochemische Merkmale liefern Grund zur Annahme, dass 
neben nekrotischen Prozessen auch apoptotische Mechanismen am exzitotoxischen Zelltod 
der Neuronen beteiligt sind (Ankarcrona et al. 1995, Lipton 1999). Man unterscheidet mit der 
akuten und der verzögerten exzitotoxischen Schädigung zwei Phasen der Exzitotoxizität, 
(Choi 1988, 1992, Doble 1999). Im Rahmen der akuten Zellschädigung kommt es, durch die 
Bindung von Glutamat an nicht-NMDA-Rezeptoren, wie beispielsweise AMPA-Rezeptoren, 
zum Einstrom von Na+-Ionen in die Zelle und zur Depolarisation der Zellmembran. Dadurch 
öffnen u. a. spannungsabhängige Na+-Kanäle, was zum weiteren Anstieg der intrazellulären 
Natriumkonzentration ([Na+]i) und zur anhaltenden Membrandepolarisation führt. Des 
Weiteren kommt es zur spannungsabhängigen Aufhebung des Mg2+-Blocks der NMDA-
Rezeptoren und somit zur glutamatergen Aktivierung dieser, wodurch weitere Na+- und Ca2+-
Ionen in die Zelle einströmen. Um das elektrochemische Gleichgewicht infolge des 
exzessiven Anstiegs der [Na+]i aufrechtzuerhalten, müssen Cl
–-Ionen passiv in das Zelllumen 
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transportiert werden (Rothman 1985). Die Zunahme der intrazellulären Ionenkonzentration 
führt zum osmotischen Einstrom von Wasser, wodurch es zur Schwellung der Zelle sowie 
der Zellorganellen kommt (Olney et al. 1986, Choi et al. 1987, Churchwell et al. 1996, Doble 
1999). Dieser, für nekrotischen Zelltod typisch Schädigungsmechanismus, führt letztendlich 
zur Ruptur der Zellmembran. Bedingt durch die Zelllyse kommt es zum Verlust der 
Membranintegrität und damit zum Austritt intrazellulärer Bestandteile. Nach Beendigung des 
depolarisierenden Stimulus ist dieser osmotisch bedingte Anteil der Exzitotoxizität zumindest 
teilweise reversibel. Das Ausmaß der Zellschädigung hängt vom Umfang des Na+- und Cl−-
Einstroms ab, welcher durch den transmembranären Na+-/Cl−-Gradienten bestimmt wird. 
Versuche, bei denen extrazelluläre Na+-Ionen durch Cholinchlorid substituiert bzw. Na+ freies 
Medium verwendet wurde, zeigten ein geringeres Ausmaß der exzitotoxischen 
Glutamatschädigung (Choi et al. 1987, Goldberg und Choi 1993, Doble 1999, Rungta et al. 
2015). Neben der osmotischen Schwellung kommt es etwas verzögert zu exzitotoxischen 
Schädigungsmechanismen, die auf der Überladung der Zelle mit Ca2+-Ionen beruhen (Choi 
1992, Randall und Thayer 1992, Sattler und Tymianski 2000). Während unter 
physiologischen Bedingungen die intrazelluläre Ca2+-Konzentration ([Ca2+]i) für gewöhnlich 
sehr gering ist (ca. 10-7 M) (Sattler und Tymianski 2000), kommt es infolge der exzessiven 
Depolarisation der Zellmembran zu einer Zunahme der [Ca2+]i. Eintrittspforte der Ca
2+-Ionen 
sind u. a. NMDA-Rezeptoren. So lässt sich durch Blockade der NMDA-Rezeptoren die Ca2+-
bedingte Neuronenschädigung limitieren (Choi 1988, Gillessen et al. 2002). Zudem bewirken 
die durch Glutamat ebenfalls aktivierten mGluR1 und mGluR5 die Freisetzung von Ca2+ aus 
intrazellulären Speichern (ER, Mitochondrien). Infolge der Depolarisation der Zellmembran 
öffnen auch spannungsabhängige Ca2+-Kanäle. Der bereits erwähnte Anstieg der [Na+]i führt 
außerdem zur Umkehr des vom Na+-/Ca2+-Austauscher (NCX) vermittelten Ionentransports 
(Mattson et al. 1989). Unter diesen Bedingungen tranportiert NCX Na+ im Antiport mit Ca2+ 
aus der Zelle heraus, was den weiteren Anstieg der [Ca2+]i bedingt. Die hohe [Ca
2+]i bewirkt 
die Aktivierung einer Reihe nachgeschalteter Effektormechanismen, die einerseits die 
Nekrose vorantreiben und andererseits apoptotische Signalwege einleiten. Neben der 
Schädigung der Mitochondrien kommt es zur vermehrten Bildung von reaktiven Sauerstoff- 
und Stickstoffradikalen. Daneben werden verschiedene Hydrolyseenzyme, wie 
beispielsweise Nukleasen, Lipasen und Proteasen, sowie calciumabhängige Kinasen 
aktiviert. Zudem kommt es bedingt durch die Schädigung der Zellmembran sowie den [Ca2+]i 
Anstieg zur Förderung der Exozytose von Glutamat aus Vesikeln. Der damit verbundene 
weitere Anstieg der extrazellulären Glutamatkonzentration ist, neben dem exzessiven 
Anstieg der intrazellulären Na+- und Ca2+-Ionenkonzentration, der dritte ausschlaggebende 
Faktor für Exzitotoxizität. Darüber hinaus kann es infolge der andauernden Depolarisation 
der Zellmembran zu einer Verlangsamung oder sogar Umkehrung des Glutamattransports 
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(siehe 1.2) in Gliazellen und Neurone kommen. Dadurch nimmt die extrazelluläre 
Glutamatkonzentration weiter zu, was einerseits die Exzitotoxizität und andererseits die 
Diffusion von Glutamat zu bislang ungeschädigten Neuronen verstärkt. Diese werden dann 
ebenfalls pathologisch depolarisiert und es entsteht ein Teufelskreis, der zur Ausbreitung 




Abbildung 1.3: Schematische Übersicht über die exzitotoxischen Schädigungsmechanismen 
Die exzessive Stimulation von Glutamat führt durch die gesteigerte Aktivierung präsynaptischer 
ionotroper sowie metabotroper Glutamatrezeptoren zu einer Reihe nachgeschalteter 
Schädigungsmechanismen die letztendlich zum Zelltod führen. Abbildung modifiziert nach Siegel et 




-Austauscher; IP3 = Inositoltriphosphat; ATP = Adenosintriphosphat; 
ER = endoplasmatisches Retikulum; AA = Arachidonsäure; NO = Stickstoffmonoxid; ROS= reaktives 
Sauerstoffradikal; SOD = Superoxiddismutase. 
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 Ca2+-abhängige mitochondriale Schädigung 1.4.1
Unter physiologischen Bedingungen kontrollieren der NCX, die Ca2+-ATPase (Carafoli 1991) 
sowie die Aufnahme von Ca2+ in das ER und die Mitochondrien (Gunter et al. 1994, Pozzan 
et al. 1994) die freie [Ca2+]i. Insbesondere die mitochondriale Aufnahme von Ca
2+ hat einen 
großen Einfluss auf die cytoplasmatischen Ca2+-Ionenkonzentration. Nach Beendigung des 
physiologischen Stimulus für den Ca2+-Einstrom und dem anschließenden Abfall der 
cytoplasmatischen Ca2+-Ionenkonzentration kommt es dann zur Umverteilung von Ca2+-
Ionen aus den Mitochondrien ins Cytoplasma (Werth und Thayer 1994, Peng et al. 1998). 
Die Aufnahme von Ca2+-Ionen in das Mitochondrium führt zur Abnahme des mitochondrialen 
Membranpotentials (∆Ψm) (Nicholls und Ward 2000). So kommt es unter physiologischen 
Bedingungen zur Ca2+-induzierten transienten Depolarisation der Mitochondrienmembran, 
was in Folge die mitochondrialen Dehydrogenase (NADH-Dehydrogenase) und ATPase 
aktiviert. Dies führt zu einem gesteigerten Elektronentransfer innerhalb der mitochondrialen 
Atmungskette und dem Ausstrom von Protonen ins Cytoplasma. Infolge exzessiver 
glutamaterger Stimulation der Nervenzellen führt die massiven Zunahme der [Ca2+]i, nach 
Überschreitung eines Schwellenwerts der [Ca2+]i, zum Versagen der Ca
2+-
Regulationsmechanismen (Gillessen et al. 2002). Dies bedingt die anhaltende Depolarisation 
der Mitochondrienmembran, was zur Schädigung und Funktionsstörung der Mitochondrien 
führt und letztlich den Zusammenbruch der mitochondrialen Atmungskette hervorruft 
(Schinder et al. 1996, Nicholls 2004). Bedingt durch die reduzierte oxidative 
Phosphorylierung kommt es zur verminderten Adenosintriphosphat (ATP)-Produktion und 
somit zu einer reduzierten Energiebereitstellung. Durch die massive Energiedepletion der 
Zelle kann es sogar zur Umkehrung der ATP-Synthese-Aktivität und damit zur Hydrolyse von 
ATP zu Adenosindiphosphat (ADP) kommen. Längerfristig führt dies zur Umstellung der 
Zelle auf einen anaeroben Stoffwechsel, der mit der Anreicherung von anorganischem 
Phosphat (Pi), Laktat und H
+ einhergeht. Die H+-bedingte Verringerung des pH-Wertes führt 
zu einer Aktivierung des Na+-/H+-Austauschers (NHE), der die intrazelluläre Anreicherung 
der H+ reduziert, jedoch gleichtzeitig zur Akkumulation von [Na+]i beiträgt (Weinberg, 2000). 
Aufgrund des ATP-Mangels können aktive Transportprozesse, wie die Aufnahme von Ca2+ in 
das ER sowie die Reduktion der intrazellulären Na+- und Ca2+-Ionenkonzentration durch die 
Aktivität der Na+-/K+- und Ca2+-ATPase nicht weiter ablaufen. Dies führt zur Verstärkung der 
Na+- und Ca2+-vermittelten Schädigungsmechanismen. 
 Die Rolle von freien Sauerstoffspezies während der Exzitotoxizität 1.4.2
Die Zunahme der [Ca2+]i fördert die Bildung freier Sauerstoffradikale (ROS), wie z. B. von 
Superoxidanionen (O2
−). Dabei tragen verschiedene Ca2+-abhängige Prozesse zur 
gesteigerten endogenen ROS-Produktion bei. Zum einen führt die Ca2+-abhängige 
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Schädigung der Mitochondrienmembran zur gesteigerten Formation von ROS, zum anderen 
kommt es zur Ca2+-abhängigen Aktivierung der Phospholipase A2 (PLA2). Dadurch wird die 
Spaltung von Phospholipiden und die vermehrten Freisetzung von Arachidonsäure (AA) aus 
der Zellmembran katalysiert. Durch den Lipoxygenase- und Cyclooxygenase-vermittelten 
metabolischen Abbau der AA kommt es zu Bildung von Prostaglandinen und Leukotrienen, 
wobei als Nebenprodukt ROS gebildet wird. Zudem führt die PLA2-induzierte Freisetzung 
von AA zur Schädigung der Zellmembran und fördert so die weitere Freisetzung von 
Glutamat. Dies führt zur Verstärkung des exzitotoxischen Kreislaufs (Lewen et al. 2000, 
Gillessen et al. 2002). Viele der gebildeten ROS besitzen nur eine kurze Halbwertszeit und 
zeigen eine große Reaktivität. Durch die Reaktion mit Sauerstoffmolekülen wird so die 
Bildung weiterer ROS-Produkte katalysiert. Die Interaktion dieser hochreaktiven 
Sauerstoffspezies mit Proteinen, Lipiden, Mitochondrien, sowie mitochondrialer und 
chromosomaler DNA führt zur Störung zellulärer Funktionen und trägt zum neuronalen 
Zelltod bei. So beeinflussen sich die mitochondriale Dysfunktion und die gesteigerte ROS-
Produktion gegenseitig. ROS hemmen verschiedene mitochondriale Enzyme, wie die NADH-
Dehydrogenase (NADH: Coenzym-Q-Oxidoreduktase), die Succinat-Dehydrogenase, die 
ATP-Synthase, die Pyruvat-Dehydrogenase und die Aconitasen des Citratzyklus (Gillessen 
et al. 2002). Dies führt zum Voranschreiten des Verlustes der intrazellulären Ca2+-
Homöostase bis hin zur irreversiblen Ca2+-Dysregulation (delayed calcium deregulation), 
welche den sicheren Zelltod bedingt (Castilho et al. 1999, Gillessen et al. 2002). Neben der 
Hemmung der Enzymaktivität trägt ROS zur Öffnung der mitochondrialen Permeabilitäts-
Transitions-Pore (mPTP) bei (Schinder et al. 1996, White und Reynolds 1996). Die Öffnung 
dieser nichtselektiven, großlumigen Pore, die beide Mitochondrienmembranen durchspannt, 
erlaubt die vereinfachte Permeabilität von Molekülen bis zu 1500 Da. Die dadurch bedingte 
weitere Zunahme der intrazellulären Konzentration an beispielsweise Ca2+-Ionen fördert den 
osmotischen Einstrom von Wasser in das Mitochondrium, was zur Schwellung und Ruptur 
der Mitochondrienmembran führt. Die Freisetzung proapoptotischer Proteine wie 
beispielsweise Cytochrom C aus dem Mitochondrium stimuliert letztlich den intrinsichen 
Signalweg der Apoptose. Zudem verhindert die Öffnung der mPTP die oxidative 
Phosphorylierung und damit die ATP-Produktion (Gillessen et al. 2002). Studien mit 
Radikalfängern und Inhibitoren der ROS-Produktion zeigen, dass die Reduktion von ROS 
zum verminderten Glutamat-induzierten Zelltod führt (Castilho et al. 1999). 
 Die Rolle von Stickstoffspezies während der Exzitotoxizität 1.4.3
Stickstoffmonoxid (NO) wird in verschiedenen Zelltypen durch die katalytische Wirkung der 
Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) gebildet und hat einen Einfluss auf zahlreiche zelluläre 
Funktionen wie beispielsweise die Freisetzung von Neurotransmittern, die synaptische 
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Plastizität und die Genexpression. Je nach Lokalisation sind vier verschiedene Isoformen der 
NOS bekannt: (I) die neuronale NOS (nNOS) sowie deren Spleißvariante in den 
Mitochondrien mNOS, (II) die induzierbare NOS (iNOS) in Mikroglia und Astrozyten und (III) 
die endotheliale NOS (eNOS) in den Endothelzellen von Blutgefäßen (Dawson et al. 1991, 
Dawson und Dawson 1996, Alderton et al. 2001, Gillessen et al. 2002). NO kann nicht 
vesikulär gespeichert werden, sondern diffundiert nach der Synthese über die Zellmembran 
und erreicht so verschiedene Kompartimente und unterschiedliche Zelltypen. Die Aktivität 
von NO wird durch die chemische Reaktion mit verschiedenen Zielmolekülen beendet 
(Alderton et al. 2001). Zwar ist NO selbst weniger reaktiv als ROS, jedoch kommt es infolge 
der Reaktion von Stickstoffmonoxidradikalen ( ⦁ NO) mit Superoxidanionen ( ⦁ O2
−) zur 
Formation von Peroxynitrit (ONOO−), dass aufgrund seines hohen Redoxpotentials 
wesentlich aggressiver ist. Infolge der Reaktion von ONOO− mit Kohlenstoffdioxid (CO2) 
kommt es zur Bildung von Nitrosoperoxycarbonat-Ionen (ONOOCO−), welche weiter in 
Stickstoffdioxid (NO2) und Carbonat-Ionen (CO3
2−) zerfallen und zur oxidativen Schädigung 
von Proteinen, Lipiden, DNA und RNA führen (Dawson und Dawson 1996, Keelan et al. 
1999, Gillessen et al. 2002). 
 Apoptotische Zelltodmechanismen und deren Gegenspieler 1.4.4
Vor der Entdeckung der Apoptose 1971 wurde jegliche Form des Zelltods als Nekrose 
bezeichnet (Kerr 1971). Während Nekrose ein passiver Zelltodmechanismus ist, stellt die 
Apoptose einen aktiven, ATP-abhängigen Prozess dar, der auch als programmierter Zelltod 
bezeichnet wird (Kerr et al. 1972). Angestoßen durch ein externes oder internes Todessignal 
induziert die Zelle ihren eigenen Zelltod. Dabei durchläuft sie charakteristische 
morphologische Stadien, welche von Kerr et al. erstmal beschrieben wurden. So kommt es 
im Rahmen der Apoptose zur Kondensation des Chromatins, das sich kugelförmig in der 
Nähe der Kernmembran anreichert, sowie zur Fragmentierung und Auflösung des 
Kernkompartiments. Weitere Ereignisse sind ein Schrumpfen der Zellen sowie 
charakteristische Ausstülpungen der Zytoplasmamembran (membrane blebbing). Durch 
Abschnürung dieser Ausstülpungen entstehen die charakteristischen apoptotischen 
Körperchen (apoptotic bodies). Diese werden unter physiologischen Bedingungen von 
Phagozyten aufgenommen oder im extrazellulären Raum abgebaut. Die Apoptose mündet 
letztlich in der Fragmentierung der DNA, wobei Fragmente definierter Größen gebildet 
werden (Kerr et al. 1972, Wyllie et al. 1980). Apoptose kann einerseits durch einen 
extrinsischen Signalweg über die Aktivierung zellulärer Todesrezeptoren, oder andererseits 
durch einen intrinsischen Signalweg über die Freisetzung von Cytochrom C aus dem 
intermembranösen Kompartiment des Mitochondriums ausgelöst werden (siehe oben). 
Zudem existiert ein Ca2+-abhängiger Aktivierungsweg. Im Rahmen der proapoptotischen 
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Signalwege besitzen Caspasen eine zentrale Schlüsselrolle. Caspasen sind 
Cysteinproteasen, die ihre Zielproteine an Peptidbindungen C-terminal von Aspartat 
schneiden. Im Rahmen apoptotischer Aktivität schneiden die Initiator-Caspasen (z. B. 
Caspase 2, 8, 9, und 10) die Vorläuferform nachgeschalteter Effektor-Caspasen (z. B. 
Caspase 3, 6 und 7), die anschließend zelleigene Proteine, wie die Kernmembran oder das 
Zytoskelett, spalten. Eine wichtige Funktion der Effektor-Caspasen ist die Aktivierung von 
Nukleasen, die zelluläre DNA spalten. Die verschiedenen Apoptosekaskaden unterscheiden 
sich in ihrer Initialphase, führen letztlich jedoch alle zur Aktivierung der Caspase 3, welche 
als Effektor-Caspase die Chromatinkondensation und die DNA-Fragmentierung initiiert (Bayir 
und Kagan 2008). Initiator-Caspasen können durch verschiedene Enzyme aktiviert werde. 
So kommt es beispielsweise durch die Interaktion von Liganden wie z. B. Cytokinen, Apo-
Protein, Fas-Ligand und Tumornekrosefaktor mit den sogenannten Todesrezeptoren zur 
Aktivierung dieser und nachfolgend zur Aktivierung von Initiator-Caspasen wie der 
Caspase 8. Die Mitglieder der Bcl-2 (B-cell lymphoma 2)-Familie stellen eine Gruppe 
apoptoseregulierender Faktoren dar. Neben den proapoptotischen Vertretern Bax (Bcl-2 
associated protein X), Bak (Bcl-2 antagonist/killer) und Bad (Bcl-2 antagonist of cell death), 
zählen zu dieser Familie die antiapoptotisch wirksamen Proteine Bcl-2 und Bcl-xL (B-cell 
lymphoma-extra large). Bcl-2 Faktoren bilden funktionelle Heterodimere. Durch die Bindung 
von Bax an Bcl-2 und Bcl-xL wird dessen proapoptotische Wirkung unterbunden. Im Rahmen 
der intrinsische Apoptosekaskade translokalisieren proapoptotische Proteine wie 
beispielsweise Bax zu den Mitochondrien wo sie die Freisetzung von Cytochrom C und dem 
Apoptose-induzierenden Faktor (AIF) fördern. Infolge der mitochondrialen Freisetzung von 
Cytochrom C kommt es zur Aktivierung der Caspase 9, welche wiederum die Effektor-
Caspase 3 aktiviert (Gillessen et al. 2002, Bayir und Kagan 2008). Allerdings aktiviert 
Cytochrom C die Apoptosekaskade nicht alleine, vielmehr werden weitere Co-Faktoren dafür 
benötigt. So fördert AIF die Formation des sogenannten Apotosoms, welches neben 
Cytochrom C, den Apoptose Protease-aktivierenden Faktor 1 (Apaf-1, apoptotic protease 
activating factor 1), dATP und Procaspase 9 beinhaltet. Die Wirkung antiapoptotischer 
Faktoren beruht auf der verminderten Freisetzung von Cytochrom C durch Stabilisierung der 
mitochondrialen Membran. Zudem kommt es infolge der intrazellulären Akkumulation von 
Ca2+ zur Aktivierung der Caspase 12. 
Neurotrophine sind kleine, sekretorische Proteine die als Wachstumsfaktoren Einfluss auf die 
Entwicklung, das Überleben und die Funktion des Nervensystems nehmen (Snider und 
Johnson 1989, Eide et al. 1993, Korsching 1993, Lewin und Barde 1996, Segal und 
Greenberg 1996). Bislang wurden in Säugern vier verschiedene Neurotrophine identifiziert: 
BDNF (brain-derived neurotrophic factor), NGF (nerve growth factor), Neurotrophin-3 (NT-3) 
und Neurotrophin-4/5 (NT-4/5). Zudem existieren zwei weitere Neurotrophine, Neurotrophin-
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6 (Gotz et al. 1994) und -7 (Nilsson et al. 1998), welche ausschließlich in Knochenfischen 
nachgewiesen werden konnten (Huang und Reichardt 2001). Alle Neurotrophine werden als 
Vorläuferproteine synthetisiert, und ihre aktiven Formen zeigen eine hohe 
Sequenzhomologie zueinander. Sie lagern sich zumeist zu funktionellen Homodimeren 
(Lewin und Barde 1996) zusammen und können ihre Wirkung durch Interaktion mit zwei 
unterschiedlichen Rezeptorklassen vermitteln. Sie binden einerseits an die Rezeptor-
Tyrosinkinasen der Trk-Familie und andererseits an den Neurotrophinrezeptor p75NTR, 
einen Vertreter der TNF-Rezeptorfamilie. Durch die Interaktion der Neutrophine mit den Trk-
Rezeptoren können verschiedene antiapoptotische Kinasekaskaden, wie z. B. der 
Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)- oder Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Signalweg, 
aktiviert werden. Neutrophine zeigen dabei unterschiedliche Affinitäten für die drei Trk-
Rezeptoren. So bindet NGF mit hoher Affinität an den TrkA-Rezeptor und BDNF sowie  
NT-4/5 an den TrkB-Rezeptor. NT-3 interagiert mit hoher Bindungsaffinität mit dem TrkC-
Rezeptor und mit niedriger Affinität mit TrkA und TrkB. Der p75NTR ist in der Lage alle fünf 
Neurotrophine zu binden, jedoch mit deutlich geringerer Affinität als die Trk-Rezeptoren 
(siehe Abbildung 1.4). Infolge der Neurotrophin-Bindung an p75NTR kommt es dagegen zur 
Aktivierung apoptotischer Signalwege (Chao 1994, Bamji et al. 1998, Chao 2003). Zusätzlich 
zu den Neurotrophinen sind weitere Polypeptide mit neurotrophen Eigenschaften bekannt, 
wie beispielsweise GDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor) (Henderson et al. 1994), 
CNTF (ciliary neurotrophic factor) (Barbin et al. 1984) sowie der Fibroblasten-
Wachstumsfaktor (fibroblast growth factor, FGF) (Klagsbrun 1991, Korsching 1993). 
Daneben tragen die Aktivierung des Insulin-ähnlichen Wachstumsfaktors (insulin-like growth 
factor, IGF) (D'Mello et al. 1993, Cotman und Berchtold 2002), sowie von TGF-β1 
(transforming growth factor-β1) (Prehn et al. 1993, König et al. 2005) und dem 
Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) (Figiel 2008) zum Zellüberleben der Neurone bei (Semkova 
und Krieglstein 1999). Aufgrund ihrer limitierten Konzentration in spezifischen Geweben 
determinieren Neurotrophine die Anzahl an überlebenden Neuronen unter physiologischen 
Bedingungen. Werden z. B. im Verlauf der Embryogenese frisch gebildete Neurone nicht 
vernetzt und in das Gewebe integriert, wird die Apoptose dieser überflüssigen oder defekten 
Neurone induziert. Daneben können Neurotrophine das axonale Wachstum, die Reduktion 
und Reifung dendritischer Dornen, neuronale Innervationsmuster sowie die Expression 
verschiedener Proteine, die für die neuronale Funktion essentiell sind (Neurotransmitter und 
Ionenkanäle), regulieren. Im ausgewachsenen Nervensystem kontrollieren sie so auch 





Abbildung 1.4: Rezeptoraffinitäten der Neurotrophine 
Die Neurotrophine NGF, BDNF, NT-4/5 und NT-3 binden mit hoher Affinität selektiv an einen oder 
mehrere Tyrosinkinase-Rezeptoren vom TrkA - C Typ, wodurch v. a. neuroprotektive bzw. 
neuroproliferative Effekte vermittelt werden. Zudem binden alle Neurotrophine mit geringer Affinität an 
den p75NTR. Diese Interaktion führt zur Induktion neurodegenerativer Mechanismen. Die Pfeilstärke 
widerspiegelt die jeweilige Bindungsäffinität. 
 
Antiapoptotische Signalwege: Akt- und ERK1/2-Kaskade 
Sowohl die Akt (Proteinkinase B)- als auch die ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase 
1/2)-Kaskade können die Aktivierung von Caspasen sowie den Einfluss proapoptotischer 
Faktoren auf das Mitochondrium verhindern. So besitzen diese Signaltransduktionswege 
eine entscheidende Funktion für das zelluläre Überleben und beeinflussen den Stoffwechsel, 
das Wachstum, die Proliferation, die Transkription und die Proteinsynthese. 
Nach der Bindung von Wachstumsfaktoren wie beispielsweise NGF an rezeptorassoziierte 
Tyrosinkinasen kommt es zur Dimerisierung dieser und zur Autophosphorylierung. Dadurch 
kann die Translokation von PI3K an den Rezeptor erfolgen, wodurch es zur nachfolgenden 
Phosphorylierung von Phosphatidylinositolen der Zellmembran kommt. Dabei werden 
Phosphoinositide, v. a. Phosphatidylinositol-(3, 4, 5)-trisphosphat (PIP3) gebildet. Diese 
dienen als Andockstelle für weitere Proteine, wie die Serum-Glucokortikoid-regulierte-Kinase 
(SGK), die Ribosomale-S6-Kinase (RSK/S6K), Formen der PKC und einige 
Serin/Threoninkinasen, wie z. B. Akt und deren Aktivator, die Phosphoinositid-abhängige 
Kinase 1 (PDK1) (Vivanco und Sawyers 2002, Fayard et al. 2011). Durch die PDK1 
vermittelte Phosphorylierung von Akt am Threonin 308 kommt es zur partiellen Aktivierung 
der Kinase (Alessi und Cohen 1998). Aktiviertes Akt kann wiederum durch die 
Phosphorylierung nachfolgender Effektorproteine verschiedene antiapoptotische Signalwege 
induzieren. So kann Phospho-Akt (pAkt) den proapoptotischen Faktor Bad hemmen. 
Dadurch kommt es zur verminderten Freisetzung von Cytochrom C, wodurch die Aktivierung 
der Caspase 9 ausbleibt (Manning und Cantley 2007). Diese kann zudem direkt durch die 
Akt-abhängige Phosphorylierung inhibiert werden (Cardone et al. 1998). Darüber hinaus 
interagiert Akt mit den Transkriptionsfaktoren NFκB (nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B-cell) und CREB (cAMP response element-binding protein) und 
fördert so die Expression neurotropher Faktoren. PIP3 kann zudem indirekt die PKC 
aktivieren. Durch die Phospholipase C bedingte Spaltung von PIP3 entsteht IP3 und DAG. 
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DAG führt dann zur Aktivierung der PKC, welche weitere antiapoptotische Signalkaskaden 
aktivieren kann. Darüber hinaus wirkt pAkt stimulierend auf den ERK1/2-Signalweg. Durch 
Aktivierung von G-Proteinen, wie Ras (rat sarcoma) kommt es zur Aktivierung der ERK1/2-
Kaskade (Song et al. 2005, Brugge et al. 2007). 
Bislang wurden acht verschiedene Isoformen der ERK identifiziert. Im Folgenden liegt der 
Fokus auf den beiden Isoformen ERK1 (43 kDa) und ERK2 (41 kDa). Diese zeigen eine 
große Sequenzhomologie von mehr als 84 % zueinander und teilen viele Funktionen 
(Roskoski 2012). Als Mitglied der MAP-Kinasefamilie (p44/p42 Mitogen-aktivierte 
Proteinkinase) geht ihrer Aktivierung ein mehrstufiger Signaltransduktionsweg voraus 
(Pearson et al. 2001). Im Rahmen der Ras-Raf-MEK-ERK-Kaskade werden sequentiell 
mindestens drei nacheinander geschaltete Kinasen der MAP-Kinasefamilie aktiviert, bevor 
es durch die Phosphorylierung von Tyrosin und Threonin im aktiven Zentrum des Enzyms 
zur Aktivierung der Kinasen ERK1/2 kommt. Teil dieser Phosphorylierungskaskade sind auf 
Ebene 1 die MAP-Kinase-Kinase-Kinasen (MAP3K/MAPKKK), nachfolgend auf Ebene 2 die 
MAP-Kinase-Kinasen (MAP2K/MAPKK), sowie auf Ebene 3 die MAP-Kinasen (MAPK). 
Durch die Bindung von z. B. Wachstumsfaktoren an Rezeptor-Tyrosinkinasen dimerisieren 
diese und es kommt zur Autophosphorylierung der intrazellulären Rezeptordomäne. Dadurch 
entsteht eine Bindungsstelle für das Adapterprotein Grb2 (growth factor receptor-bound 
protein 2). Über die Bindung von Gbr2 kann der Nukleotid-Austauschfaktor Sos (son of 
sevenless) an den aktivierten Rezeptor binden (Hwang und Rhee 1999, Wolf und Seger 
2002, Roskoski 2012). Dieser Guanosintriphosphat (GTP)-Austauschfaktor ist in der Lage in 
der Nähe lokalisierte membranständige Ras-Proteine zu aktivieren, indem er den Austausch 
von GDP gegen GTP stimuliert (Wellbrock et al. 2004). Der aktive Ras-GTP-Komplex bewirkt 
eine Konformationsänderung der Effektorkinase Raf (rapidly accelerated fibrosarcoma) 
(MAP3K), wodurch es zur Dimerisierung und Rekrutierung der Kinase vom Cytosol zur 
Plasmamembran kommt. Man unterscheidet zwischen drei Raf Isoformen, der a-Raf, b-Raf 
und c-Raf, wobei c-Raf (Raf-1) am besten untersucht ist. Aktive Raf-Kinasen können 
MEK1/2-Kinasen (MAP2K) durch Phosphorylierung aktivieren. Durch Phosphorylierung der 
ERK1/2-Kinasen (MAPK) am Tyrosin 204/187 und Threonin 202/185 werden pMEK1/2 
letztendlich aktiviert (Cantwell-Dorris et al. 2011, Roskoski 2012). Aktivierte ERK1/2 
katalysiert wiederum die Phosphorylierung von mehr als 50 verschiedenen 
cytoplasmatischen und nukleären Effektorproteinen, wie beispielsweise regulatorischen 
Molekülen und Transkriptionsfaktoren (Roskoski 2012). So werden durch pERK1/2 
untergeordnete Kinasen, wie Kinasen der RSK-Familie, aktiviert, welche Wachstum, Motilität, 
Proliferation und das zelluläre Überleben fördern. Diese Familie umfasst sechs verschiedene 
Mitglieder, so existieren vier humane RSK1 - 4 Isoformen, auch MSK1 und MSK2 (mitogen- 
and stress-activated kinase 1/2) genannt. So ist die RSK2 in die Aktivierung des 
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Transkriptionsfaktors CREB involviert, der wiederum die Expression antiapoptotischer Gene 
induziert. Zudem kann durch die RSK2-vermittelte Phosphorylierung von Bad am Serin 112 
dessen proapoptotische Wirkung vermindert werden. Auch ist ERK1/2 in der Lage das 
Caspase 9-Enzym durch Phosphorylierung am Threonin 125 zu inhibieren (Lu und Xu 2006). 
Im Rahmen zahlreicher Untersuchungen wurde gezeigt, dass die Aktivierung von ERK1/2 
den Verlauf der Apoptose inhibieren kann. Dabei wurde die Induktion der Apoptose infolge 
verschiedener Stimuli, wie beispielsweise dem TNF, Fas-Ligand, Tumornekrosefaktor-
verwandtem Apoptose-induzierenden Liganden (TRAIL), Bestrahlung, osmotischem Stress, 
Hypoxie, Entzug von Wachstumsfaktoren, NO, Wasserstoffperoxid (H2O2), etc. untersucht 
(Lu und Xu 2006). Infolge dieser Stimuli kommt es zur transienten oder anhaltenden 
Aktivierung von ERK1/2, wodurch antiapoptotische Mechanismen in Gang gesetzt werden. 
Im Gegensatz dazu kommt es durch Blockade von ERK1/2 zur verstärkten Apoptose. Infolge 
langanhaltender ERK1/2 Stimulation kann es zur Dephosphorylierung und Degradierung von 
ERK1/2 und somit zum Verlust der antiapoptotischen Wirkung kommen. 
 Kaliumkanäle der Slo-Genfamilie 1.5
Die Superfamilie der Kaliumkanäle (K+-Kanäle) umfasst eine große Anzahl stark divergenter 
membrandurchspannender Proteine, welche unter anderem für die Erregbarkeit, sowie die 
Repolarisation von Neuronen und Muskelfasern verantwortlich sind (Atkinson et al. 1991). 
Die Kanalpore eines funktionellen K+-Kanals wird in der Regel durch Zusammenlagerung von 
zwei bis vier α-Untereinheiten gebildet. Je nach struktureller Zusammensetzung der Kanäle 
unterscheidet man zwischen drei verschiedenen Klassen (Familien), welche sich in der 
Anzahl der Transmembrandomänen ihrer α-Untereinheiten unterscheiden (Jenkinson 2006, 
Kuang et al. 2015). So bilden die Vertreter der einwärts rektifizierenden K+-Kanäle (Kir) 
funktionelle Kanäle, deren Untereinheiten aus zwei Transmembrandomänen (2 TM) 
bestehen. Die α-Untereinheiten der zweiporigen K+-Kanäle (tandem pore domain potassium 
channels) setzen sich aus vier Transmembrandomänen (4 TM) zusammen. Durch 
Zusammenlagerung von je zwei α-Untereinheiten kommt es jedoch zur Ausbildung von 
Homodimeren, wodurch die funktionalen Kanäle eine strukturelle Ähnlichkeit zu den Kir-
Kanälen aufweisen (Goldstein et al. 1998, Buckingham et al. 2005). Zur dritten und größten 
Klasse gehören Kanäle mit sechs (6 TM), im Ausnahmefall auch sieben 
Transmembrandomänen (7 TM). Dazu zählen spannungsabhängige K+-Kanäle, Ca2+- und 
Na+-aktivierbare Kanäle, sowie pH-sensitive Kanäle (Sandhiya und Dkhar 2009, Gonzalez et 
al. 2012). 
Die Gruppe der Slo-Genfamilie zählt zu den ionensensitiven Kaliumkanälen. 
Charakteristischerweise weisen ihre Mitglieder (Slo1, Slo2.1 und Slo2.2, sowie Slo3) eine 
hohe Leitfähigkeit auf (Atkinson et al. 1991, Adelman et al. 1992, Butler et al. 1993). Die 
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einzelnen Vertreter dieser Kanalfamilie unterscheiden sich in ihrem strukturellen Aufbau und 
somit auch in ihren elektrophysiologischen Eigenschaften. Während die beiden Slo2-Kanäle, 
Slick (Slo2.1, sequence like an intermediate conductance K+ channel) und Slack (Slo2.2, 
sequence like a calcium activated K+ channel), sechs membrandurchspannende Domänen 
besitzen, stellen der Slo1- und Slo3-Kanal die beiden einzigen Vertreter der 7 TM-Kanäle 
dar. Aufgrund der zusätzlichen S0 Domäne dieser Kanäle, ist der Amino-Terminus im 
Gegensatz zu dem der Slo2-Kanäle extrazellulär lokalisiert (Meera et al. 1997, Salkoff et al. 
2006). Eine Gemeinsamkeit der Slo-Kanalfamilie stellt der lange, intrazellulär lokalisierte 
Carboxy-Terminus dar. Dieser ermöglicht die Interaktion mit intrazellulären Ionen, 
sekundären Botenstoffen, sowie anderen Proteinen (Salkoff et al. 2006). Der Slo1-Kanal 
(BK, Maxi-K), ist der bekannteste Vertreter der Slo-Genfamilie. Die Aktivierbarkeit dieses 
Kanals kann sowohl durch den Anstieg der intrazellulären Ca2+-Ionenkonzentration als auch 
durch die Änderung des Membranpotentials erfolgen (Salkoff et al. 2006). Der Slo3-Kanal 
weist eine große strukturelle Ähnlichkeit zum BK-Kanal auf, wird aber nicht durch Ca2+-Ionen, 
sondern durch die Änderung des pH-Werts aktiviert (Xia et al. 2004, Zhang et al. 2006). 
Bislang wurde die Expression des Slo3-Kanals jedoch ausschließlich im Hoden und dort 
speziell in den sich entwickelnden Spermatozyten der Samenkanälchen nachgewiesen 
(Schreiber et al. 1998). Die beiden paraloguen Slo2-Kanäle, Slick und Slack, sind eng 
miteinander verwandt. Sie besitzen eine zu 74 % identische Aminosäuresequenz und auch 
ihr struktureller Aufbau ist weitestgehend gleich (Salkoff et al. 2006). Zudem kommt es zu 
Überschneidungen in den Expressionsmustern der beiden Kanäle. Slick wird ubiquitär in 
vielen verschiedenen Zelltypen exprimiert. So wurden in Mäusen mSlo2.1-Transkripte u. a. 
im Gehirn, im Herzen, in Skelettmuskelzellen, in der Niere, den Hoden, der Lunge und der 
Leber nachgewiesen (Yuan et al. 2003). Auf die Expressionsmuster, die 
elektrophysiologischen Eigenschaften und die Funktion des Slack-Kanals wird im 
nachfolgenden Kapitel 1.5.1 genauer eingegangen. Die größte Divergenz zwischen Slick und 
Slack besteht in der Struktur und Funktion des Carboxy-Terminus (Salkoff et al. 2006). Zwar 
erfolgt die Aktivierung beider Kanäle durch einen Anstieg der intrazellulären Na+-
Konzentration, jedoch interagieren die Na+-Ionen mit unterschiedlichen Na+-Bindungsstellen 
(Thomson et al. 2015). Dies könnte eine mögliche Erklärung dafür sein, warum für die 
Aktivierung der Slack-Kanäle geringere [Na+]i notwendig sind als für Slick. So wird für die 
Aktvierung von Slack ein EC50-Wert für [Na
+]i von ~ 40 mM angegeben, während dieser für 
Slick bei ~ 89 mM liegt. Allerdings weisen Slick-Kanäle auch in Abwesenheit von Na+-Ionen 
eine basale Aktivität auf (Kaczmarek 2013). Auch zeigen Slick-Kanäle eine im Vergleich zu 
Slack-Kanälen erhöhte Sensitivität gegenüber Cl−-Ionen (Yuan et al. 2000, Kaczmarek 
2013). Zudem enthält der C-Terminus des Slick-Kanals ein ATP-Bindungsmotiv 
(CXXXXCKT). Dahingegen wurde eine solche ATP-Bindungsstelle für Slack bislang nicht 
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identifiziert. Dabei wurde zunächst postuliert, dass es in Gegenwart von ATP zu einer 
negativen Modulation des Slick-Kanals und somit zu einer verminderten 
Öffnungswahrscheinlichkeit kommt (Bhattacharjee et al. 2003). Zwischenzeitlich existieren 
jedoch kontroverse Arbeiten die diesen Befund nicht bestätigen können. Weder Berg et al. 
noch Garg et al. konnten eine Inhibierung des Kanals durch ATP feststellen (Berg et al. 
2007, Garg und Sanguinetti 2014). Zudem ist bekannt, dass meist Slick- oder Slack-
Homomere gebildet werden. Im Fall der gleichzeitigen Expression von Slick und der Slack-B-
Isoform hingegen kommt es auch zur Bildung heteromerer Slick-/Slack-B-Tetramere. Diese 
Kanäle unterscheiden sich maßgeblich in ihren kinetischen Eigenschaften, ihrer Leitfähigkeit, 
der subzellulären Lokalisation, sowie ihrer Aktivierbarkeit durch die PKC von den 
homomeren Slick- bzw. Slack-Kanälen (Chen et al. 2009). 
 Der Na+-aktivierte K+-Kanal Slack 1.5.1
In der Literatur wurden Na+-aktivierte K+-Kanäle (KNa) erstmals 1984 beschrieben. Mittels 
Patch-Clamp-Messungen an Herzmuskelzellen des Meerschweinchens wurden 
Kaliumströme großer Leitfähigkeit (~ 210 ps) gemessen, die in konzentrationsabhängiger 
Weise durch [Na+]i induziert werden. Diese Ströme zeigten zudem eine vernachlässigbare 
Spannungsabhängigkeit sowie keine Sensitivität gegenüber [Ca2+]i. Die zur Aktivierung der 
Kanäle benötigte intrazelluläre [Na+]i (EC50 = 66 mM) lag jedoch außerhalb des 
physiologischen Bereichs (Kameyama et al. 1984). In den darauffolgenden Jahren wurden 
solche Na+-abhängigen K+-Ströme auch in Neuronen verschiedener Zelltypen nachgewiesen 
(Bader et al. 1985, Dryer 1991, Egan et al. 1992, Dryer 1994, Safronov und Vogel 1996, 
Yuan et al. 2000). Die zur Aktivierung dieser neuronalen KNa benötigten EC50-Werte lagen 
bei 30 mM [Na+]i und die gemessene Leitfähigkeit betrug 170 pS (Bader et al. 1985, Dryer et 
al. 1989, Schwindt et al. 1989). Die Messung von Strömen einzelner KNa-Kanäle in Neuronen 
zeigte auf, dass sich deren Leitfähigkeit (107 pS) stark von der Leitfähigkeit der KNa-Kanäle 
in Ganzzellsystemen unterscheidet (Dryer 1991, Egan et al. 1992, Dryer 1994). Durch 
Aufklärung der molekularen Struktur dieser KNa-Kanäle konnte nachgewiesen werden, dass 
es sich bei den identifizierten Kanälen um Mitglieder der Slo-Genfamilie handelt 
(Bhattacharjee et al. 2003, Yuan et al. 2003). Im Jahr 1998 gelang der Gruppe um Joiner et 
al. die Expression und Charakterisierung eines Na+-aktivierten K+-Kanals, der aufgrund 
seiner Sequenzhomologie mit dem Slo1-Kanal den Namen Slack (sequence like a calcium-
activated K+ channel) erhielt. Durch das Screening einer Gendatenbank nach Fragmenten 
die für Proteine codieren, welche die für K+-Kanäle spezifische Signatursequenz TXXTXGYG 
(Heginbotham et al. 1992) enthalten, stieß die Gruppe auf ein Gen des Fadenwurms 
Caenorhabditis elegans, welches große Ähnlichkeit zum bekannten Slo1-Gen besaß. 
Anhand dieser Genstruktur konnte der Slack-Kanal aus dem Gehirn einer Ratte kloniert 
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werden (Joiner et al. 1998). Nachfolgende Untersuchungen zeigten, dass die Porendomäne 
und das S6 Segment von Slack zwar strukturelle Homologien zum Slo1-Kanal (siehe 1.5) 
aufweisen, jedoch große Unterschiede in den funktionellen Eigenschaften beider Kanäle 
bestehen. So fehlt dem Slack-Kanal die zur Interaktion mit β-Untereinheiten benötigte S0 
Domäne. Auch enthält die S4 Domäne keine positiv geladenen Aminosäurereste, wodurch 
sich Änderungen in der spannungsabhängigen Aktivierbarkeit des Kanals ergeben (Atkinson 
et al. 1991, Schreiber et al. 1998, Salkoff et al. 2006). Des Weiteren wird Slack im 
Gegensatz zu Slo1 durch die Anwesenheit größerer Konzentrationen an [Ca2+]i gehemmt 
statt aktiviert. Hierbei muss jedoch angemerkt werden, dass die Untersuchungen zur Ionen-
abhängigen Aktivierbarkeit von Slack in Na+-freiem Milieu durchgeführt wurden, wodurch die 
generelle Öffnungswahrscheinlichkeit des Kanals sehr gering war (Joiner et al. 1998). 
Zudem wurde gezeigt, dass die insgesamte Übereinstimmung der Aminosäuresequenz von 
Slack und Slo1 nur bei 7 % liegt (Joiner et al. 1998, Bhattacharjee und Kaczmarek 2005). 
Infolge der gleichzeitigen Expression von Slo1 und Slack in Xenopus laevis Oozyten konnte 
die Bildung von Heteromultimeren nachgewiesen werden. Deren elektrophysiologische 
Eigenschaften stimmen dabei weder mit denen homomerer Slack- noch Slo1-Kanälen 
überein. So zeigen die Heteromultimere zwar eine ähnliche Ca2+-abhängige Aktivierung wie 
Slo1-Homomultimere, jedoch liegt ihre Leitfähigkeit zwischen denen der Slack- und Slo1-
Homomere (Joiner et al. 1998, Chen et al. 2009). 2000 wurde durch Yuan et al. der erste als 
Slo2 bezeichnete Ionenkanal aus Caenorhabditis elegans kloniert. Seine 
Aminosäuresequenz und die des zuvor klonierten Säuger-Orthologen rSlack weisen eine 
41 %-ige Homologie zueinander auf (Yuan et al. 2000). Elektrophysiologische Studien 
zeigten, dass dieser Slo2-Kanal durch Na+-Ionen aktiviert wird und das Cl−-Ionen einen 
synergistischen Einfluss auf diese Na+-abhängige Aktivierung haben. So liegen die zur 
Aktivierung von Slack benötigten EC50-Werte in Abhängigkeit von der [Cl
−]i zwischen 15 mM 
(160mM [Cl−]i) und 70 mM (10mM [Cl
−]i) [Na
+] (Yuan et al. 2003). Zudem wurde 
nachgewiesen, dass der Kanal durch die Kombination von Ca2+- und Cl−-Ionen aktiviert 
werden kann. In Abwesenheit von Na+ hingegen wird der Kanal durch die Zugabe von Ca2+-
Ionen gehemmt (Yuan et al. 2000). Nachfolgend identifizierte die Gruppe um Bhattacharjee 
et al. ein paralogues Säuger-Gen, welches für den ebenfalls Na+-abhängigen K+-Kanal 
Slo2.1 (Slick) codiert. Durch Klonierung der beider Slo2-Kanäle aus dem Rattengehirn und 
der Expression in Xenopus laevis Oozyten und Ovarienzellen des chinesischen 
Zwerghamsters (CHO-Zellen) konnten die spezifischen Eigenschaften der einzelnen Kanäle 
genauer untersucht und verglichen werden (Bhattacharjee et al. 2003). 
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 Topologie und Expression von Slack 1.5.2
Topologie 
Die funktionelle Kanalpore des Slack-Kanals wird durch die Zusammenlagerung von vier 
identischen α-Untereinheiten (siehe Abbildung 1.5) in der Zellmembran ausgebildet. Jede 
dieser Untereinheiten setzt sich aus sechs hydrophoben Transmembrandomänen (S1 - S6) 
zusammen, wobei sich zwischen der S5 und S6 Domäne die Porenregion mit dem K+-
Selektionsfilter befindet (siehe 1.5.1) (Bhattacharjee et al. 2002). Wie bereits erwähnt besitzt 
der Slack-Kanal einen für die Slo-Kanalfamilie typischen, langen intrazellulären Carboxy-
Terminus. Dieser enthält neben den beiden, für die Kanalfamilie ebenfalls typischen, RCK-
Domänen (regulator of conductance of K+) (Jiang et al. 2001, Yuan et al. 2003) mehrere 
putative Phosphorylierungsstellen für die PKA und PKC (Salkoff et al. 2006, Nuwer et al. 
2010). Außerdem enthält das C-terminale Ende jeder Slack α-Untereinheit ein PDZ 
(postsynaptic density 95/disc large/zona occludens)-Bindungsmotiv (Yuan et al. 2003). 
Dieses ermöglicht die Interaktion des Kanals mit zellulären Proteinen, wie beispielsweise 
dem postsynaptischen PSD-95-Protein (postsynaptic density protein 95). Die Ausbildung von 
Slo2.2-/PSD-95-Komplexen ermöglicht die Anreicherung des Kanals im Bereich der 
postsynaptischen Dichte der Synapsen. Dadurch kann der Kanal beispielsweise mit 
ionotropen Glutamatrezeptoren, welche ebenfalls durch Bindung an PSD-95 im Bereich der 
postsynaptischen Membran angereichert sind, interagieren (Liu et al. 1998, Uchino et al. 
2003). Die RCK 2-Domäne, enthält eine hoch konservierte Aminosäuresequenz, welche für 
die Aktivierbarkeit des Kanals durch Na+ verantwortlich ist (siehe 1.5.1). Dieses 
Bindungsmotiv weist eine große Ähnlichkeit zu den Na+-Bindungsstellen anderer Na+-
sensitiver Kanäle (z. B. Kir 3.2-/Kir 3.4-Kanäle) auf (Zhang et al. 2010). Die Cl−-Sensitivität 
des Kanals wird, zumindest in Caenorhabditis elegans Slo2.2, durch ein C-terminales 
Bindungsmotiv (chlorid-bowl) mediiert, welches v. a. positiv geladene Aminosäurereste 
enthält und befindet sich in analoger Position zur Calcium-bowl des BK-Kanals (Yuan et al. 
2000). In Mutationsstudien an orthologen rSlack-/rSlick-Kanälen führt ein Aminosäuretausch 
innerhalb dieser Region jedoch zu keiner Veränderung in der Cl−-Sensitivität. Daher 
scheinen hier andere Strukturen für die Cl−-abhängige Co-Aktivierung des Kanals 
verantwortlich zu sein (Bhattacharjee et al. 2003). Trotz fehlender positiv geladener 
Aminosäurereste in S4 zeigt Slack eine moderate Spannungsabhängigkeit. Es ist bislang 
noch nicht geklärt wie diese vermittelt wird (Meera et al. 1997, Yuan et al. 2003, Salkoff et al. 
2006). 
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Abbildung 1.5: Schematischer Aufbau einer α-Untereinheit des Slack-Kanals 
Die Kanaluntereinheiten des Slack-Kanals weisen sechs Transmembrandomänen (grau) auf. 
Zwischen dem fünften und sechsten Transmembransegment befindet sich die Porenregion mit dem 
Kaliumselektionsfilter. Der Amino- und Carboxyterminus des Kanals sind intrazellulär lokalisiert. Das 
lange C-terminale Ende beinhaltet zwei RCK-Domänen (grün) und das PDZ-Bindungsmotiv (grau). 
 
Die verschiedenen Slack-Isoformen 
Bislang konnten in Nagetieren fünf durch alternatives Spleißen entstandene mRNA-
Transkripte von Slack nachgewiesen werden. Diese bilden funktionelle Kanäle aus, die sich 
maßgeblich in der Aminosäuresequenz ihrer Amino-Termini, sowie ihren kinetischen 
Eigenschaften unterscheiden. Außerdem weisen die Slack-Isoformen Unterschiede in ihren 
Expressionsmustern, sowie der Interaktion mit anderen Kanaluntereinheiten auf (Brown et al. 
2008). Neben der zuerst identifizierten Slack-B-Isoform (Joiner et al. 1998, Yuan et al. 2003) 
existieren noch die Slack-A-Isoform, sowie je eine Spleißvariante von Slack-B und Slack-A, 
welche als Slack-Bx2 und Slack-Ax2 bezeichnet werden, und die Slack-M-Isoform (Brown et 
al. 2008). Das für Slack kodierende Slo2.2-Gen besteht aus mehr als 30 Exons. Dabei 
kodieren zwei alternative Exons für den Amino-Terminus der Slack-A- bzw. Slack-B-Isoform. 
Das für die Slack-B-Isoform kodierende Exon 1b ist 153 bp lang und befindet sich etwa 
13,8 kb strangaufwärts vom 93 bp umfassenden Exon 1a, welches für Slack-A kodiert. Den 
zwei Spleißvarianten dieser beiden Isoformen, Slack-Ax2 und -Bx2, fehlt jeweils das Exon 2. 
Interessanterweise zeigen die Amino-Termini der beiden Slack-A-Isoformen eine große 
Übereinstimmung (78,1 %) mit dem Amino-Terminus von Slick. Andererseits weisen die 
beiden Exons 1a und 1b kaum Übereinstimmungen in ihrer Sequenz auf (7,7 %). Die 
Aminosäuresequenzen der N-Termini beider Slack-B-Isoformen zeigen nur eine geringe 
Übereinstimmung mit Slick, dafür aber eine große Ähnlichkeit mit den N-Termini der 
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restlichen Vertreter der Slo-Genfamilie. Da bisher keine Isoform bekannt ist, die sowohl 
Exon 1a als auch 1b enthält, wird angenommen, dass die Expression dieser A- und B-
Isoformen durch unterschiedliche Promotoren reguliert wird. Über die Slack-M-Isoform ist 
bislang nur wenig bekannt. Die N-terminale Aminosäuresequenz dieser Isoform 
unterscheidet sich maßgeblich von denen der anderen Isoformen und wird durch einen 
Genabschnitt kodiert, der sich direkt vor dem Exon 1 befindet (Brown et al. 2008). In Whole-
Cell Patch-Clamp-Messungen an CHO-Zellen, welche die Slack-A- und Slack-B-Isoformen 
exprimieren, konnten unterschiedliche kinetische Eigenschaften der Kanäle aufgezeigt 
werden. Während Slack-A-Kanäle, ähnlich wie die Slick-Kanäle eine schnelle 
Aktivierungskinetik zeigen (Brown et al. 2008), öffnen Slack-B-Kanäle erst mit zeitlicher 
Verzögerung (Joiner et al. 1998, Bhattacharjee et al. 2003). Elektrophysiologische 
Untersuchungen von Brown et al. deuten jedoch darauf hin, dass Slack-B-Kanäle ebenfalls 
direkt nach ihrer Aktivierung öffnen, jedoch nur bis zu einem Zustand geringer Leitfähigkeit. 
Die vollständige Öffnung der Kanäle und die damit verbundene Zunahme der Leitfähigkeit 
erfolgt verspätet und es dauert einige 100 ms bis sich ein steady-state Satus einstellt. 
Darüber hinaus wurde die Leitfähigkeit der verschiedenen Slack-Isoformen in der inside-out 
Konfiguration in Slack-A- und -B-cRNA transfizierten Xenopus laevis Oozyten untersucht. 
Dabei zeigen Slack-A-Kanäle eine nahezu identische Leitfähigkeit wie Slick-Kanäle. Diese 
Kongruenz kann durch die strukturelle Ähnlichkeit der cytoplasmatischen N-Termini der 
Kanäle erklärt werden. Die mittlere Leitfähigkeit der beiden Slack-Isoformen (~ 180 pS) ist 
jedoch etwas höher als die von Slick (~ 140 pS) (Bhattacharjee et al. 2003, Brown et al. 
2008). Allen Slo2-Kanälen gemein ist die Existenz multipler Zwischenstufen mit geringerer 
Leitfähigkeit (subconductance states). Jedoch konnten Unterschiede in der mittleren 
Öffnungsdauer der Slack-Isoformen ausgemacht werden. So ist diese für Slack-B etwa 6-mal 
größer als für die Slack-A-Isoform. Dies liegt u. a. daran, dass Slack-B-Kanäle signifikant 
längere maximale Öffnungszustände aufweisen als Slack-A-Kanäle (Bhattacharjee et al. 
2003, Brown et al. 2008). 
Expression von Slack und seinen Isoformen 
Die Expressionsmuster der Slo2-Kanäle zeigen große Überschneidungen. Im Rahmen von 
Expressionsuntersuchungen wurden Slack- und Slick-Kanäle v. a. in Regionen 
nachgewiesen, in denen zuvor bereits Na+-abhängige K+-Ströme beobachtet wurden 
(Bhattacharjee et al. 2002, Bhattacharjee et al. 2003). Dabei beschränkt sich v. a. die 
Expression von Slack fast ausschließlich auf erregbare Zellen, wie z. B. Kardiomyozyten 
(Kameyama et al. 1984) und Neurone (Joiner et al. 1998, Yuan et al. 2003). Zudem konnte in 
der Niere (Paulais et al. 2006) und im Hoden (Yuan et al. 2003) Slack-mRNA nachgewiesen 
werden. In Expressionsstudien an Gehirnen von Ratten wurden isoformspezifische 
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Unterschiede aufgedeckt (Brown et al. 2008). Mittels in-situ-Hybridisierung sowie 
immunhistochemischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Slack-B-Isoform 
hauptsächlich im olfaktorischen Bulb, dem Mittelhirn und Hirnstamm exprimiert wird (Joiner 
et al. 1998, Bhattacharjee et al. 2002). Dahingegen zeigten IHC-Färbungen im Cortex, 
Cerebellum und Hippocampus nur eine geringe Slack-B Immunreaktivität, während in-situ-
Hybridisierungsstudien auf eine Slack-Expression in diesen Hirnregionen hindeuten (Joiner 
et al. 1998, Bhattacharjee et al. 2002, Bhattacharjee et al. 2005). Diese Kontroverse kann 
dadurch erklärt werden, dass die IHC-Färbungen mit einem Slack-B spezifischen Antikörper 
durchgeführt wurden, weshalb nur die Slack-B-Isoform nachgewiesen werden konnte. Mittels 
in-situ-Hybridisierung hingegen werden beide Slack-Isoformen simultan detektiert. Diese 
Befunde deuten somit daraufhin, dass in den betroffenen Gehirnregionen v. a. die Slack-A-
Isoform exprimiert wird. Aufgrund der großen Kongruenz zwischen den Amino-Termini von 
Slack-A und Slick steht kein spezifischer, N-terminaler Slack-A Antikörper zur Verfügung, 
weshalb der selektive Nachweis dieser Isoform mittels IHC-Färbungen nicht möglich ist. 
Jedoch ermöglicht der pan-Slack Antikörper, welcher gegen den C-Terminus von Slack 
gerichtet ist, die simultane Detektion beider Slack-Isoformen. Dieser Antikörper zeigt eine 
ausgeprägte Immunreaktivität im olfaktorischen Bulb, Hippocampus, sowie in der MNTB 
(medial nucleus of the trapezoid body)-Region des auditorischen Systems. Parallele IHC-
Studien mit Slack-B und pan-Slack Antikörpern, erlauben Rückschlüsse auf die Expression 
der Slack-A-Isoform. So sind Slack-A exprimierende Regionen beispielsweise die Dendriten 
der Granularzellen sowie der Gyrus dentatus des Hippocampus (Brown et al., 2008). Die für 
die vorliegende Arbeit essentielle Expression von Slack in den Granularzellen des 
Cerebellums wurde durch Untersuchungen von Bausch et al. bestätigt. Mittels qRT-PCR 
Expressionsanalysen sowie IHC-Färbungen konnte die Expression beider Slack-Isoformen in 
den cerebellären Granularzellen verifiziert werden. Zudem liefern die mit dem Slack-B 
Antikörper durchgeführten IHC-Färbungen den Nachweis für die Expression dieser Isoform 
in der Molekularzellschicht des Hippocampus (Bausch et al. 2015). Die für die nachfolgenden 
Experimente ebenfalls essenzielle Expression von Slack im Striatum wurde im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit erstmalig aufgezeigt (siehe 4.1.1). 
 Einfluss von Slack auf physiologische/pathophysiologische Prozesse 1.5.3
Wie bereits in Abschnitt 1.5 beschrieben, zeigen KNa-Kanäle zahlreiche charakteristische 
Eigenschaften, wie beispielsweise die Sensitivität gegenüber [Na+]i, eine große Leitfähigkeit, 
sowie die Existenz verschiedenen Öffnungszustände geringerer Leitfähigkeit (Yuan et al. 
2003). Ein protektiver Einfluss dieser KNa-Kanäle auf die Kardiomyozyten während 
ischämischer Zustände wurde bereits mehrfach postuliert (Kameyama et al. 1984, Luk und 
Carmeliet 1990, Haddad und Jiang 1993, Dryer 1994). Aufgrund der vorwiegend neuronalen 
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Expression der Slack-Kanäle, der Aktivierbarkeit durch Na+-Ionen, sowie ihren 
elektrophysiologischen Eigenschaften wird angenommen, dass diese ebenfalls im Rahmen 
neurologisch-pathologischer Prozesse eine Rolle spielen. Im Folgenden soll daher 
hauptsächlich die funktionelle Rolle der Slack-Kanäle innerhalb des Nervensystems genauer 
beleuchtet werden. 
Funktion des Slack-Kanals während physiologischer Neuronenaktivität 
Aufgrund der hohen [Na+]i die zur Aktivierung von Slack notwendig sind, wurde die Rolle des 
Kanals unter physiologischen Bedingungen zunächst kontrovers diskutiert. Lange Zeit ging 
man von einer ausschließlichen Slack-Aktivität unter pathophysiologischen Bedingungen 
aus. Mittlerweile konnte die Funktion des Kanals während physiologischer Neuronenaktivität 
nachgewiesen werden (Bhattacharjee und Kaczmarek 2005, Kaczmarek 2013). So konnte 
die Beteiligung von Slack an der Kontrolle und Stabilisierung des Ruhemembranpotentials 
nachgewiesen werden (Kaczmarek 2013). Die Natriumkonzentration in ruhenden, 
unstimulierten Neuronen liegt bei ~ 4 - 15 mM (Rose 2002, Kaczmarek 2013). Tamsett et al. 
konnten zeigen, dass diese Na+-Konzentration durchaus ausreichend für eine Aktivierung der 
Slack-Kanäle in intakten Neuronen unter Ruhebedingungen ist (Tamsett et al. 2009). So 
zeigen die Kanäle nach Zugabe von NAD+ eine erhöhte Sensitivität gegenüber [Na+]i. In 
Dorsalwurzelganglien von Ratten lagen die EC50-Werte für die Na
+-abhängige Aktivierung 
von Slack in Gegenwart von NAD+ im physiologischen Bereich (Tamsett et al. 2009). Auch 
zeigen Slack-KO Mäuse distinkte Lerndefizite. In vergleichenden Verhaltensstudien konnte 
aufgezeigt werden, dass die Deletion des Slack-Kanals zu einer leicht reduzierten 
allgemeinen Bewegungsaktivität sowie einer verminderten kognitiven Flexibilität führt 
(Bausch et al. 2015). Zudem ist die physiologische Slack Aktivität essentiell für eine normale 
soziale Interaktion (Bausch et al. 2018). Hauptsächlich spielen neuronal exprimierte KNa-
Kanäle jedoch während hochfrequenter Neuronenaktivität eine Rolle. So kommt es z. B. 
infolge wiederholter, tetanischer Stimuli zur Aktivierung spannungsabhängiger Na+-Kanäle 
und ionotroper Glutamatrezeptoren, und dadurch bedingt zum Einstrom von Na+ in das 
Innere der Zelle. Dies führt zur lokalen Erhöhung der [Na+]i und nachfolgend zur Aktivierung 
von KNa-Kanälen, wie beispielsweise dem Slack-Kanal. Durch den langanhaltenden 
Ausstrom von K+-Ionen kommt es zur Hyperpolarisation (slow afterhyperpolarization (sAHP)) 
der Membran. Die dadurch bedingte langanhaltende Hemmung der Nervenerregbarkeit 
beruht neben der Aktivierung Na+-abhängiger K+-Kanäle (Kim und Mccormick 1998, 
Kaczmarek 2013) auf der Aktivität von Ca2+-abhängigen K+-Kanälen (Kubota und Saito 
1991). Die Beteiligung der KNa-Kanälen an der Hyperpolarisation wurde zunächst in den 
Pyramidenzellen des sensomotorischen Cortex von Katzen (Schwindt et al. 1989) und 
nachfolgend in einer Vielzahl an Neuronen nachgewiesen (Kubota und Saito 1991, Kim und 
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Mccormick 1998, Sandler et al. 1998, Sanchez-Vives et al. 2000, Franceschetti et al. 2003, 
Descalzo et al. 2005, Kaczmarek 2013). Darüber hinaus können KNa-Kanäle das Timing 
einzelner Aktionspotentiale während sogenannten Bursts (Salven an Aktionspotentialen) 
beeinflussen. So führt ihre Aktivierung während der Bursts zur Anpassung der 
Impulsfrequenz und somit zur Modulation rhythmischer Aktivitätsmuster der 
Aktionspotentiale (Kim und Mccormick 1998, Nuwer et al. 2010). In Elektrozyten elektrischer 
Fische kommt es infolge der Aktivierung von Neuronen zu solchen Salven hochfrequenter 
Aktionspotentiale (500 Hz). Interessanterweise exprimieren diese Zellen eine große Anzahl 
an KNa-Kanälen. Der Beitrag dieser Kanäle zur Repolarisation ist ursächlich dafür, dass diese 
Zellen überhaupt in der Lage sind hochfrequenten Aktionspotentiale zu generieren (Markham 
et al. 2013). Neurone der MNTB-Region zeigen ebenfalls eine hochfrequente 
Neuronenaktivität (800 Hz). Für die biologische Funktion dieser Neurone ist ein akkurates 
Timing der Aktionspotentiale unerlässlich. Aufgrund der hohen Expressionslevel der Slo2-
Kanäle in dieser Region sowie ihrer Lokalisation in räumlicher Nähe zu AMPA-Rezeptoren 
und spannungsabhängigen Na+-Kanälen wird postuliert, dass Slack und Slick die zeitliche 
Genauigkeit mit der die Aktionspotentiale gesendet werden positiv beeinflussen können 
(Yang et al. 2007). Aufgrund der vielfältigen modulatorischen Funktionen des Slack-Kanals 
im Rahmen der Neuronenaktivität ist es nicht verwunderlich, dass Mutationen im Slack-Gen 
zu einer Vielzahl pathologischer Zustände führen. Auf diese soll in den nachfolgenden 
Abschnitten genauer eingegangen werden. 
Neuropathische Schmerzen 
Laut der Definition der IASP (international association for the study of pain) ist Schmerz „ein 
unangenehmes heftiges Sinnes- und Gefühlserlebnis, dass mit tatsächlichen oder möglichen 
Gewebeschäden verbunden ist oder in solchen Kategorien beschrieben wird“ (International 
Association for the Study of Pain 2018). Die Wahrnehmung von Schmerzen beinhaltet eine 
subjektive Komponente und wird durch ein Wechselspiel an biologischen, psychischen und 
sozialen Faktoren bestimmt (Turk und Okifuji 2002, Linton und Shaw 2011). Während der 
akute Schmerz infolge eines noxischen Stimulus eine Warnfunktion für den Organismus 
besitzt, stellen andauernde, chronische Schmerzen ein eigenes, sehr komplexes 
Krankheitsbild dar (Coderre et al. 1993). Der Begriff Nozizeption beschreibt die objektiven 
neuronalen Vorgänge, die im Verlauf der Schmerzwahrnehmung eine Rolle spielen. Infolge 
thermischer, mechanischer oder chemischer Stimulation kommt es zur Aktivierung der 
sogenannten Nozizeptoren, d. h. freien Nervenendigungen spezifischer, sensorischer 
Neurone des peripheren Nervensystems. Diese afferenten Neurone haben ihren Ursprung in 
den Spinalganglien (dorsal root ganglia (DRGs)). Ihre dünn myelinisierten (α-Fasern) sowie 
nicht myelinisierten (C-Fasern) Axone führen bis ins Hinterhorn des Rückenmarks. Dort 
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kommt es an den synaptischen Endigungen der präsynaptischen Neurone zur Ausschüttung 
von exzitatorischen Neurotransmittern, wie beispielsweise Glutamat. Diese aktivieren dann 
nachgeschaltete Rückenmarksneurone, die die Information zum Thalamus weiterleiten. Die 
spino-thalamo-kortikalen Bahnen führen letztendlich zur Innervierung bestimmter 
Cortexareale, wodurch es zur bewussten Wahrnehmung der Schmerzen kommt. Durch 
Aktivierung des limbischen Systems erfolgt nachfolgend die emotionale Bewertung der 
Schmerzen. Neben den exzitatorischen Neuronen kommt es auch zur Aktivierung 
inhibitorischer Interneurone, welche die Nozizeption modulieren (Dubin und Patapoutian 
2010). Das Hinterhorn stellt eine Art Filterfunktion dar, welches Millionen an peripheren 
Signalen erhält, diese sortiert und anschließend an supraspinale Stellen weiterleitet, die 
dann die Schmerzantwort bestimmen. Infolge von Gewebeverletzungen, Entzündungen 
(Entzündungsschmerz) oder Verletzungen des peripheren und zentralen Nervensystems 
(neuropathischer Schmerz) kommt es zur Hypererregbarkeit des nozizeptiven Systems 
(Basbaum et al. 2009, Schmidtko et al. 2009, Dubin und Patapoutian 2010). Diese 
Sensibilisierung führt zu einer gesteigerten Schmerzempfindlichkeit, wodurch geringfügige, 
nicht noxische Reize als Schmerz wahrgenommen werden (Allodynie). Auch kommt es zum 
gesteigerten Empfinden von Schmerzreizen (Hyperalgesie). Zudem kann Schmerz ohne 
jegliche Koinzidenz zu einem Reiz auftreten, oder bestehen bleiben nachdem die 
ursprüngliche Schmerzursache, beispielsweise eine periphere Gewebsverletzung, bereits 
ausgeheilt ist (Coderre et al. 1993). Daneben können Hypästhesien (herabgesetzte 
Schmerzempfindung) und Parästhesien (spontane Missempfindungen) auftreten (Coderre et 
al. 1993). Ursache für die gesteigerte Schmerzempfindlichkeit ist die Schädigung 
sensorischer Neurone und die damit verbundene Veränderungen in der Expression sowie 
der Aktivität diverser Ionenkanäle, was in einer gesteigerten Erregbarkeit der Neurone 
resultiert. Aufgrund der Expression von Slack in sensorischen DRG-Neuronen, sowie den 
Ergebnissen elektrophysiologischer Studien, welche eine Slack-assoziierte Regulation der 
Aktionspotentialfrequenz für diese DRG-Neurone gezeigt haben, wird Slack eine Beteiligung 
an der Weiterleitung von Schmerzen zugeschrieben (Tamsett et al. 2009, Nuwer et al. 2010, 
Huang et al. 2013). Vergleichende in vivo Studien an WT und Slack-KO Mäusen liefern 
Evidenzen, dass Slack einen Einfluss auf die Verarbeitung neuropathischer Schmerzen hat. 
In zwei Modellen zur Untersuchung neuropathischer Schmerzen zeigten sowohl globale als 
auch DRG-Neuronen spezifische Slack-KO Mäuse ein gesteigertes neuropathisches 
Schmerzempfinden (Lu et al. 2015). Zudem konnte durch die gezielte Aktivierung von Slack-
Kanälen mittels Loxapin in geringer Dosierung die Schmerzempfindlichkeit der WT Mäuse 
weiter reduziert werden. Im Gegensatz dazu hat die Aktivierung von Slack-Kanälen keinen 
Einfluss auf die akute Schmerzwahrnehmung infolge mechanischer oder thermischer Noxen 
sowie die Intensität von Entzündungsschmerzen. Ein Faktor, der im Rahmen der Entstehung 
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neuropathischer Schmerzen zur Sensibilisierung und Aktivierung der Slack-Kanäle beitragen 
könnte, ist der metabolische Co-Faktor NAD+. So wurde bereits gezeigt, dass die Interaktion 
zwischen NAD+ und Slack die Aktivität des Kanals positiv beeinflussen kann (Tamsett et al. 
2009). NAD+, welches infolge neuronaler Schädigung vermehrt gebildet wird, soll neben 
seinen metabolischen auch neuroprotektive Funktionen haben (Wang et al. 2005, Sasaki et 
al. 2006, Tamsett et al. 2009). Die Störungen der neuronalen Funktion von DRG-Neurone 
infolge neuronaler Schädigung durch Verletzungen oder Diabetes geht mit der Reduktion der 
NAD+-Konzentration einher (Ido 2007, Sharma et al. 2008, Tamsett et al. 2009). Zudem 
zeigen die Ergebnisse von Pabbidi et al., dass die Applikation des NAD+-verbrauchenden 
Agens Streptozotoxin eine direkte toxische Wirkung auf sensorische Neurone hat und in 
einer thermalen Hyperalgesie der behandelten Mäuse resultiert (Pabbidi et al. 2008). Ein 
weiterer Modulator der Slack-Kanäle ist TMEM16C (ANO3). Durch die Interaktion von 
TMEM16C und Slack wird die Sensitivität der Kanäle gegenüber Na+-Ionen erhöht und die 
Einzelkanalleitfähigkeit gesteigert. Darüber hinaus wurde in IB4-positiven, nicht-
peptidergischen Nozizeptoren der DRG-Neurone die Co-Expression von TMEM16C und 
Slack festgestellt. Dies stellt ein weiteres Indiz für die Beteiligung der Kanäle an der 
Schmerzentstehung dar. Studien mit TMEM16C-KO Ratten zeigen zudem, dass diese unter 
Basalbedingungen eine gesteigerte thermische und mechanische Schmerzempfindlichkeit 
aufweisen. Der siRNA-induzierte Knockdown von Slack in DRG-Neuronen von Ratten führt 
ebenfalls zu einer verminderten Schmerzschwelle der Tiere auf thermische und 
mechanische Reize. Diese Befunde implizieren, dass TMEM16C über die Modulation der 
Slack-Aktivität, die Erregbarkeit von DRG-Neuronen vermindert und damit Einfluss auf die 
Erregungsweiterleitung und Nozizeption nimmt (Huang et al. 2013). 
Epilepsie 
Laut WHO sind weltweit etwa 50 Millionen Menschen an einer Form der Epilepsie erkrankt 
(World Health Organization 2018). Sowohl bei Erwachsenen als auch bei Kindern können 
isolierte Anfälle, bei denen es zu abnormen, synchronen Entladungen der Neurone kommt, 
auftreten. Diese müssen von den eigentlichen Epilepsien, im Verlauf derer es wiederholt zu 
solchen epileptischen Anfällen kommt, abgegrenzt werden. Bis 2013 waren bereits mehr als 
30 verschiedene Formen an Epilepsien bekannt. Diese unterscheiden sich in ihrer 
Epidemiologie sowie den daraus resultierenden gesundheitlichen Beeinträchtigungen (Kim 
und Kaczmarek 2014). Bei einigen Epilepsieformen handelt es sich um sogenannte 
Channelopathien, also Erkrankungen deren Ursache eine Mutation verschiedener 
Kanalproteine ist. Durch die Genomsequenzierung von Epilepsiepatienten konnten eine 
Vielzahl an Gen-Mutationen identifiziert werden, die ligandgesteuerte Rezeptoren oder 
Ionenkanäle betreffen (Steinlein et al. 1995, Brenner et al. 2005, Kim und Kaczmarek 2014, 
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Tang et al. 2016). So wurden in den vergangenen Jahren in zahlreichen Patienten, die an 
schweren, pharmakologisch therapieresistenden Formen von Epilepsien leiden, Mutationen 
im Slack codierenden KCNT1-Gen gefunden. Stand Februar 2018 sind ca. 30 verschiedene, 
epilepsieassoziierte KCNT1-Mutationen bekannt (Lim et al. 2016, Hansen et al. 2017, 
Kawasaki et al. 2017, McTague et al. 2018). Bei all diesen Mutationen handelt es sich um 
missense Mutationen, die vor allem die funktionellen Bereiche des C-Terminus, wie 
beispielsweise die beiden RCK-Domänen sowie die NAD+-Bindungsstelle betreffen. Zudem 
wurden Mutationen in den S5 und S6 Domänen, welche die Porenregion flankieren, 
gefunden (Ishii et al. 2013). Die Häufung von Mutationen in Bereichen die für die Aktivierung 
sowie das Gating von Slack verantwortlich sind, führt zur Annahme, dass diese einen 
Einfluss auf die Kanalaktivität haben. Die meisten Epilepsieformen die in Zusammenhang mit 
einer Slack-Mutation stehen, sind Epilepsien mit frühem Krankheitsbeginn, sogenannte 
infantile epileptische Enzephalopathien (early onset epileptic encephalopathies (EOEE)). 
Zudem zeigen die Patienten häufig schwerere intellektuelle Beeinträchtigungen sowie 
Entwicklungsdefizite. Beispiele hierfür sind die Malignant migrating partial seizures in infancy 
(MMPSI) (Coppola et al. 1995), auch Epilepsy of infancy with migrating focal seizure 
(EIMFS) genannt, und das Ohtahara syndrome (OS) (Ohtahara et al. 1976). Aufgrund der 
epileptischen Aktivität kommt es bei den Betroffenen zu ausgeprägten 
Hirnfunktionsstörungen, welche zu schweren Behinderungen und Entwicklungs-
einschränkungen führen (Kim und Kaczmarek 2014). Zudem konnten Slack-Mutationen in 
Patienten, die an einer Autosomal dominant noctural front lobe epilepsy (ADNFLE) leiden 
nachgewiesen werden (Aminkeng 2012, Barcia et al. 2012, Heron et al. 2012, Ishii et al. 
2013, Kim und Kaczmarek 2014, Martin et al. 2014). MMPSI ist eine Form der 
Säuglingsepilepsie, bei der es zu wandernden fokalen Anfällen kommt, die ihren Ursprung 
jeweils in unterschiedlichen Hirnarealen haben können. Die Erkrankung manifestiert sich 
meist innerhalb der ersten Lebenswochen, wobei zunächst nur vereinzelte fokale Anfälle 
auftreten, welche sekundär generalisieren können. Mit zunehmendem Alter kommt es zu 
einem Anstieg der Anfallsfrequenz, dem Auftreten von Hirnschäden sowie der progressiven 
Verschlechterung der psychomotorischen Fähigkeiten (Coppola et al. 1995, Aminkeng 2012, 
De Filippo et al. 2013, Kim und Kaczmarek 2014). Bei dieser Form der Epilepsie besteht 
aufgrund der Resistenz gegenüber bekannten Antikonvulsiva keine adäquate Form der 
Behandlung (Bearden et al. 2014). Durch genetische Untersuchungen der Patienten konnten 
eine Vielzahl kausaler Mutationen in unterschiedlichen Genen identifiziert werden. In 39 % 
der untersuchten MMPSI Patienten wurde jedoch eine KCNT1-Mutation nachgewiesen (Lim 
et al. 2016) (Aminkeng 2012, Barcia et al. 2012, Ishii et al. 2013, McTague et al. 2013). 
Somit stellen Slack-Mutationen die häufigsten MMPSI verursachenden genetischen 
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Mutationen dar. Zudem treten im Rahmen dieser Erkrankung vor allem Mutationen im 
SCN1A-Gen (Nav1.1) (Carranza Rojo et al. 2011) und TBC1D24-Gen (Milh et al. 2013) auf. 
In genetischen Screenings konnte zudem, wie bereits oben erwähnt, ein Zusammenhang 
zwischen dem Auftreten von KCNT1 Mutationen und der ADNFLE festgestellt werden (Heron 
et al. 2012, Kim et al. 2014, Møller et al. 2015). ADNFLE ist eine fokale Epilepsieform, bei 
der es vor allem nachts zum Auftreten epileptischer Anfälle kommt. Der Erkrankungsbeginn 
liegt meist in der späten Kindheit. Seit längerer Zeit war der Zusammenhang zwischen der 
Erkrankung und einer Mutation im CHRNA4-Gen, welches für die α4-Untereinheit des 
neuronal exprimierten nikotinischen Acetylcholinrezeptors kodiert, bekannt (Steinlein et al. 
1995). Des Weiteren wurden kausale Mutationen im SCN2A- und KCNQ2-Gen (Nav2.1 und 
Kv7.2) identifiziert. Interessanterweise unterscheidet sich das Erkrankungsbild der Patienten 
mit KCNT1-Mutation von dem der Träger anderer Mutationen. So kommt es bei ADNFLE 
Patienten mit Slack-Mutation häufig zur intellektuellen Beeinträchtigung und dem Auftreten 
anderer psychischer Erkrankungen, während Betroffene ohne Slack-Mutation kaum 
Beeinträchtigungen der Intelligenz und anderen neurologischen Funktionen zeigen (Kim et 
al. 2014, Møller et al. 2015). 
Um herauszufinden zu welchen funktionellen Veränderungen von Slack die KCNT1-
Mutationen beitragen und den ätiologischen Zusammenhang zwischen den einzelnen Slack-
Kanalmutationen und den verschiedenen Epilepsieformen aufzuklären, wurden 
elektrophysiologische in vitro Untersuchungen durchgeführt. In WT-Slack bzw. Mutanten-
Slack exprimierenden Xenopus laevis Oozyten und HEK 293-Zellen konnte eine gesteigerte 
Aktivität der mutierten Slack-Kanäle im Vergleich zu WT-Slack-Kanälen nachgewiesen 
werden. Es wurden größere Slack-Ströme gemessen, wobei die Amplitude des 
Spitzenstroms der Slack-Mutanten gegenüber dem WT-Strom um das 3- bis 12-fache erhöht 
war (Barcia et al. 2012, Kim und Kaczmarek 2014, Martin et al. 2014, Milligan et al. 2014). 
Dieser Befund lässt sich nur teilweise durch eine gesteigerte Öffnungswahrscheinlichkeit der 
mutierten Slack-Kanäle erklären (Barcia et al. 2012, Tang et al. 2016). Entsprechend ist eine 
Verminderung der Zwischenleitfähigkeiten sowie eine erhöhte Na+-Sensitivität zu beobachten 
(Joiner et al. 1998, Barcia et al. 2012, Tang et al. 2016). 
Der Zusammenhang zwischen der gesteigerten Slack-Kanalaktivität und der Entstehung 
epileptischer Anfälle konnte bis dato noch nicht abschließend geklärt. Es existiert jedoch die 
Hypothese, dass die gesteigerte Slack-Kanalaktivität für die bei EOEE Patienten 
identifizierten neuronalen Netzwerkveränderungen und die damit verbundene gesteigerte 
neuronale Erregbarkeit verantwortlich ist. In der Regel sind die Amplitude und Dauer eines 
Aktionspotentials, welche durch die De- und Repolarisation der Zellmembran bestimmt 
werden, fundamental für die Neuronenaktivität innerhalb des Nervensystems. Durch 
Freisetzung exzitatorischer bzw. inhibitorischer Neurotransmitter, wie Glutamat bzw. GABA, 
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und die Bindung dieser Botenstoffe an ihre postsynaptischen Rezeptoren kommt es zur 
Auslösung von Aktionspotentialen und somit zur gezielten Erregung bzw. Inhibierung 
bestimmter Neurone. Während eines epileptischen Anfalls hingegen kommt es zu einer 
exzessiven und abnormen Erregung kortikaler Neurone. Im Rahmen der Pathophysiologie 
der Epilepsie könnte die gesteigerte Aktivität der Slack-K+-Kanäle einerseits zu einer 
größeren K+-Leitfähigkeit und dadurch zu einer schnelleren Repolarisation und einer 
Verkürzung der Aktionspotentialdauer führen. Dies könnte nachfolgend indirekt zu einer 
vermehrten elektrischen Erregbarkeit der Neurone beitragen, da die Geschwindigkeit mit der 
spannungsabhängige Na+-Kanäle regenerieren und somit wieder aktivierbar sind zunimmt. 
Andererseits könnte der gesteigerte K+-Ionenausstrom durch Slack-Kanäle zu einer 
verlängerten Hyperpolarisation der Zelle führen. Dadurch würde es zur Potenzierung 
hyperpolarisationsaktivierter Kationenkanalströme (HCN-Ströme, Ih) kommen, was ebenfalls 
zur gesteigerten neuronalen Erregbarkeit beiträgt. Eine weitere Hypothese wie die Slack-
Kanalüberaktivität an den spontanen Neuronenentladungen während epileptischer Anfälle 
beteiligt ist, stellt die selektive K+-Kanalüberaktivität inhibitorischer Interneurone dar. Dabei 
käme es unter physiologischen Bedingungen, infolge der K+-getriggerten anhaltenden 
Hyperpolarisation, zur Unterdrückung der inhibitorischen Neuronenaktivität. Dies würde 
nachfolgend zur Dissbalance zwischen Exzitation und Inhibition führen (Tang et al. 2016). 
Darüber hinaus besteht die Möglichkeit, dass die gesteigerte K+-Leitfähigkeit der mutierten 
Slack-Kanäle im Verlauf der frühen Phase der neuronalen Entwicklung die Formation 
neuronaler synaptischer Kontakte moduliert und dadurch eine Prädisposition des 
Nervensystems zur Entwicklung von Fehlschaltungen, die dann zu epileptischen 
Entladungen führen, schafft (Kim und Kaczmarek 2014). 
Aufgrund des postulierten Zusammenhangs zwischen der Slack-Kanalüberaktivität und der 
Entwicklung epileptischer Anfälle, wurden therapeutische Ansätze untersucht, deren Ziel es 
ist den verstärkten K+-Strom zu minimieren. Chinidin, ein zugelassenes Antiarrhythmikum, ist 
ein Na+-Kanal blockierendes Agens, welches eine partial antagonistische Wirkung an Slack-
Kanälen aufweist. In vitro Studien konnten bereits vor einigen Jahren zeigen, dass Chinidin 
sowohl WT- als auch mutierte Slack-Kanäle blockiert (Milligan et al. 2014). Im Rahmen einer 
Studie wurde die therapeutische Wirkung von Chinidin an einer 3-jährigen Patientin mit 
MMPSI untersucht. Dabei kam es in Folge der Chinidingabe zur periodischen Anfallsfreiheit 
bzw. zu einer deutlichen Reduktion der Anfallsfrequenz, sowie der Verbesserung der 
psychomotorischen Entwicklung (Bearden et al. 2014). Diese Ergebnisse konnten in einer 
weiteren Studie, ebenfalls an einem MMPSI Patienten, bestätigt werden (Mikati et al. 2015). 
Das gezielte pharmakologische Targeting mutierter Kanäle stellt somit einen bedeutenden 
Ansatz zur Therapie behandlungsresistenten Epilepsien dar. 
   Einleitung 
41 
Fragile X Mental Retardation Protein (FMRP) 
Das sogenannte Fragile X Syndrom (FXS) ist die häufigste genetisch bedingte Form 
kognitiver Behinderung (Oostra und Willemsen 2003, Bear et al. 2004, Zhang et al. 2012). 
Neben der deutlich ausgeprägten Intelligenzminderung zeigen die Betroffenen u. a. 
autistische Symptome, Lernschwächen und Sprachstörungen, Verzögerungen der geistigen 
und motorischen Entwicklung, sowie Hyperaktivität und Aggressivität (O'Donnell und Warren 
2002, Belmonte und Bourgeron 2006). Interessanterweise wird bei den Betroffenen auch das 
Auftreten epileptischer Anfälle beobachtet (Berry-Kravis 2002). Darüber hinaus treten im 
Rahmen der Erkrankung häufig Anomalien der Gesichtsform, Hodenvergrößerungen sowie 
gelegentlich Wirbelsäulen- und Fußdeformationen auf (Ashley et al. 1993). Ursächlich für die 
Erkrankung ist eine X-chromosomale Loss-of-function-Mutation des FMR1-Gens (Bassell 
und Warren 2008). Dabei kommt es im Bereich der 5’ UTR (untranslated region) zur 
Expansion des Basentripletts CGG. Bei dieser Mutation handelt es sich um die erste 
nachgewiesene Trinukleotid-repeat-expansions-Mutation. Normalerweise kommt es zu 5 bis 
55 solcher CGG Wiederholungen (repeats), die durchschnittliche Länge der Sequenz beträgt 
30 Einheiten. Bei einer voll ausgeprägte Mutation (full mutation (FM)) in FXS-Patienten 
enthält die Sequenz mehr als 200 CGG-Repeats (Fu et al. 1991), welche zudem 
hypermethyliert werden (Verkerk et al. 1991, Bassell und Warren 2008, Oostra und 
Willemsen 2009, Willemsen et al. 2011). Diese Hypermethylierung kann sich bis zur 
Promotorregion erstrecken, was zum transkriptionellen Silencing des Fragile X mental 
retardation 1 Proteins (FMRP) führt. Das FMR1-Protein besitzt eine für hnRNP 
(heterogeneous nuclear ribonucleoprotein) Proteine typische Struktur (Feng et al. 1997). 
Neben den drei RNA-Bindedomänen (zwei Ribonukleoprotein-K-Homologie Domänen (KH 
Domänen) und einem Cluster aus Arginin- und Glycin-Resten (RGG box), enthält das Protein 
eine Nucleus-Lokalisation-Signalsequenz (NLS) und eine Nucleus-Export-Signalsequenz 
(NES) (Eberhart et al. 1996, Bardoni et al. 1997, Oostra und Willemsen 2009). FMRP wird im 
ganzen Körper ubiquitär in allen Zelltypen exprimiert. Besonders große Expressionslevel 
konnten im Gehirn und dort vor allem in Neuronen festgestellt werden, wo FMRP an 
zahlreichen prä- und postsynaptischen Prozessen beteiligt ist (Christie et al. 2009). Zudem 
wird das Protein v. a. in den Spermatogonien der Hoden exprimiert, wodurch die bei FXS-
Patienten teilweise beobachteten Hodenvergrößerungen erklärt werden können. Subzellulär 
ist FMRP hauptsächlich cytoplasmatisch lokalisiert. So wurden im Cytosol der Somata, aber 
auch an der Basis von Dendriten, sowie in dendritischen Spines große Mengen an FMRP 
nachgewiesen. Dabei liegt FMRP als Teil eines Ribonukleoproteinkomplex vor und bindet 
über mRNA an freie oder ER-assoziierte (Poly)ribosomen (Schaeffer et al. 2001). Zudem 
wurden geringe Mengen an FMRP im Nucleus der Neurone detektiert. Dies erklärt sich 
dadurch, dass FMRP zwischen dem Zellkern und dem Cytoplasma zirkuliert. Es ist bekannt, 
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dass FMRP eine entscheidende Rolle in der posttranskriptionellen Regulation der 
Genexpression spielt. So ist das Protein an allen, der Transkription nachgeschalteten 
Schritten, wie dem Export der mRNA aus dem Zellkern ins Cytosol, der Stabilisation und 
dem cytoplasmatischen Transport der mRNA, sowie der Kontrolle der mRNA-Translation 
beteiligt (Khandjian et al. 2004). Dabei ermöglicht die NLS des Proteins das Einschleusen 
von FMRP in den Zellkern, wo es als mRNA-Bindungsprotein in der Lage ist verschiedene 
RNA-Transkripte zu binden (Eberhart et al. 1996). Nachfolgend wird der Komplex aus FMRP 
und mRNA mit Hilfe der NES wieder in das Cytosol transportiert. Neben der Bindung 
nukleärer mRNA kann FRMP an bereits ins Cytosol freigegebene mRNA binden. Durch 
seine mRNA-Bindungseigenschaft nimmt FMRP regulatorischen Einfluss auf die dendritische 
Proteinsynthese, indem es die Translation der gebundenen mRNA unterdrückt (Feng et al. 
1997, Khandjian et al. 2004, Stefani et al. 2004). In neuronalen Zellen ist FMRP zudem an 
der mRNA-Lokalisation beteiligt. Durch Bindung des Motorproteins KIF3C wird der Transfer 
der mRNA vom Soma zum Zielort, wie beispielsweise den neuronalen Dendriten, ermöglicht. 
Dort kommt es zur Assoziation des mRNP-Komplexes mit den Ribosomen-Untereinheiten 
(Khandjian et al. 1996, Mazroui et al. 2002, Antar und Bassell 2003, Khandjian et al. 2004) 
wobei FMRP in mRNA-abhängiger Weise an Ribosomen und Polysomen bindet (Siomi et al. 
1996, Corbin et al. 1997). Infolge neuronaler Aktivität dissoziiert FMRP dann vom RNP-
Komplex und erlaubt so die Translation der mRNA an den Ribosomen (Huber et al. 2002, 
Chen et al. 2014). Diese aktivitätsabhängige Induktion der Proteinsynthese in 
synaptosomalen Regionen bewirkt eine bedarfsabhängige Synthese von Proteinen, die v. a. 
im Rahmen der neuronalen Plastizität und der LTD von Bedeutung sind (Bassell und Warren 
2008). So kommt es beispielsweise durch die Aktivierung von mGluR1 zu einem 
gesteigerten Transport der FMRP-mRNP in die Dendriten und führt dort zum Einbau von 
AMPA-Rezeptoren in die Plasmamembran (Li et al. 2002, Antar et al. 2004, Nakamoto et al. 
2007). Co-Immunopräzipitationsstudien mit synaptosomalen Lysaten aus verschiedenen 
Hirnregionen von Mäusen bzw. isolierten BC-Neuronen des kalifornischen Seehasen 
(aphysia californica) offenbarten eine direkte Interaktion von FMRP mit dem Carboxy-
Terminus von Slack (Brown et al. 2010, Zhang et al. 2012). Infolge der Bindung von FMRP 
kommt es zur Aktivierung des Kanals. In vergleichenden elektrophysiologischen 
Untersuchungen an MNTB-Neuronen von WT und FMRP-defizienten (Fmr1-/y) Hirnschnitten 
wurden in den FMRP-KO Neuronen geringere IKNa-Ströme als in den WT Neuronen 
gemessen, obgleich die Anzahl exprimierter Slack-Kanäle nicht reduziert war (Brown et al. 
2010). Die Injektion von FMRP in BC-Neurone führte darüber hinaus zu einem Anstieg des 
KNa-Ionenstroms, sowie zu einer erhöhten Offenwahrscheinlichkeit der Kanäle und der 
Membranhyperpolarisation (Zhang et al. 2012). Neben der Aktivierung der Slack-K+-Kanälen 
wurde eine Interaktion von FMRP mit der β4-Untereinheit des BK-Kanals sowie dem CaV2.2 
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spannungsabhängigen Ca2+-Kanal nachgewiesen. Infolgedessen kommt es zu einer 
Regulation der Aktionspotentialdauer sowie der Freisetzung von Neurotransmittern (Deng et 
al. 2013, Ferron et al. 2014, Kim und Kaczmarek 2014, Ferron 2016). Zhang et al. 
postulieren, dass es durch die Interaktion von Slack und FMRP, z. B. im Rahmen 
hochfrequenter Neuronenaktivität, zur aktivitätsabhängigen Proteinsynthese kommt. So 
bewirkt der Knockdown der Slack-Kanäle in BC-Neuronen die gleiche charakteristische 
Veränderung neuronaler Aktivitätsmuster wie die Hemmung der Proteinsynthese durch 
Anisomycin. Demnach ist ein Einfluss von Slack auf die Aktivität von FMRP und dessen 
Regulation der aktivitätsabhängigen Proteinbiosynthese denkbar (Zhang et al. 2012). 
Hypomyelinisierung 
Im Rahmen der Diagnostik eines EOEE Patienten wurde zusätzlich zu den 
Epilepsiesymptomen und schweren psychomotorischen Entwicklungseinschränkungen eine 
unzureichende sowie entwicklungsverzögerte Myelinisierung festgestellt. Dies stellt ein 
typisches Symptom für eine Leukoenzephalopathie dar, deren Ursache eine unvollständige 
Myelinisierung der Neurone ist. Durch whole-exon sequencing wurde bei diesem Patienten 
eine neue, noch unbekannte heterozygote de novo Mutation im KCNT1-Gen identifiziert 
(Vanderver et al. 2013). Dies lässt ein Zusammenhang zwischen der identifizierten KCNT1-
Mutation und den organischen Veränderungen, die durch die Leukoenzephalopathien 
bedingt werden und v .a. die weiße Hirnsubstanz betreffen vermuten. Nachfolgend wurde in 
zwei Patienten mit hypomyelinisierenden Leukodystrophien zwei weitere bereits bekannte 
KCNT1-Mutationen nachgewiesen (Arai-Ichinoi et al. 2015, 2016). Diese Befunde verstärken 
die Annahme, dass KCNT1-Mutationen mit einer Myelinisierungsstörung in Verbindung 
stehen könnten. Interessanterweise wurde kürzlich gezeigt, dass es sich bei der von 
Vanderver et al. identifizierten KCNT1-Mutation des Leukoenzephalopathie-Patienten um die 
erste nachgewiesene loss-of function Mutation von Slack handelt (Evely et al. 2017). 
 Bisheriger Kenntnisstand bezüglich des Zusammenhangs von Slack und 1.5.4
exzitotoxischer Schädigung 
Bislang konnte noch kein direkter Zusammenhang zwischen ischämischen bzw. 
neurotoxischen Zuständen und der Slack-Kanalaktivität nachgewiesen werden. Jedoch 
wurde bereits gezeigt, dass es nach AMPA-Rezeptoraktivierung zu einem messbaren Efflux 
an K+-Ionen kommt, der durch Substitution von Na+ mit Li+ vollständig aufgehoben werden 
kann. Zudem zeigt dieser K+-Ionenausstrom für Slack charakteristische Eigenschaften 
gegenüber verschiedenen modulatorischen Einflüssen. So kann durch die Zugabe von 
Chinidin eine vollständige Blockade des AMPA-induzierten K+-Auswärtsstroms erzielt 
werden. Darüber hinaus ist keine Änderung der Leitfähigkeit durch die Applikation von  
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Cl−-Ionen bzw. ATP nachweisbar (Nanou und El Manira 2007). Auch konnte in Co-
Immunopräzipitationsstudien synaptosomaler Rattengehirnfraktionen sowie ZNS-Lysaten 
des Neunauges eine Co-Lokalisation von Slack mit AMPA-Rezeptoren nachgewiesen 
werden. Elektrophysiologische Untersuchungen implizieren außerdem, dass der AMPA-
vermittelte K+-Efflux als negativer Feedback-Mechanismus zur Reduktion der exzitatorischen 
synaptischen Transmission beiträgt (Nanou et al. 2008). Eine andere Arbeitsgruppe konnte 
in einer Studie an Locus caeruleus-Neuronen die Aktivierung von KNa-Strömen nach AMPA-
Rezeptorstimulation bestätigen. So kommt es nach Glutamat-induzierter Aktivierung dieser 
Neurone zu einem Burst an Aktionspotentialen gefolgt von einer 30 - 45 s andauernden 
Inhibierung der Neuronenaktivität. Diese Inhibierungsphase neuronaler Aktivität wird durch 
einen K+-Ionenefflux getriggert der selektiv durch die Aktivierung von AMPA-Rezeptoren 
hervorgerufen und andererseits durch den AMPA-Rezeptorantagonisten Cyanquixalin 
(CNQX) reduziert werden kann. Interessanterweise führt die Reduktion der extrazellulären 
Na+-Ionenkonzentration zur Abschwächung und die Gabe des KNa-Aktivators Bithionol zur 
Steigerung der Inhibierung der Neuronenaktivität (Zamalloa et al. 2009). Zusammengefasst 
deuten diese Ergebnisse stark auf eine Slack-abhängige Neuroprotektion während 
hochfrequenter Neuronenaktivität hin, wie sie auch im Rahmen exzitotoxischer Prozesse 
vorkommt. 
Des Weiteren konnte durch die Co-Expression von Gq-gekoppelten Rezeptoren und Slo2-
Kanälen in Xenopus Oozyten ein modulatorischer Effekt dieser Rezeptoren auf die 
Kanalaktivität nachgewiesen werden. So führt die Stimulation von mGlu1-Rezeptoren zur 
Aktivierung benachbarter Slack-Kanäle und dem damit verbundenen Anstieg der Slack-
Ionenströme. Im Gegensatz dazu kommt es infolge der mGlu1-Stimulation zur Inhibierung 
der Slick-Kanalaktivität. Ursächlich für diese gegensätzliche Regulation der beiden Slo2-
Kanäle durch mGluR1 ist ihre unterschiedliche Reaktion auf die mGluR1-vermittelte 
Phosphorylierung des jeweiligen C-terminalen Endes der Kanäle durch die PKC. So kann 
infolge der Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)-induzierten Aktivierung der PKC und 
nachfolgender Phosphorylierung von Slick und Slack eine Inhibierung von Slick-Strömen 
sowie ein Anstieg von Slack-Strömen nachgewiesen werden. Darüber hinaus konnte im 
Rahmen dieser Arbeit die Co-Expression von Slack-Kanälen mit Gq-gekoppelten Rezeptoren 
in hippocampalen sowie kortikalen Gehirnregionen nachgewiesen werden (Santi et al. 2006). 
Dies lässt vermuten, dass es infolge der mGluR1-vermittelten Aktivierung von Slack-Kanälen 
zu einem ähnlichen Feedback-Mechanismus wie nach AMPA-Rezeptorstimulation kommt.  
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Möglicher Zusammenhang zwischen der Slack-Aktivität und neuroprotektiven 
Mechanismen im Rahmen ischämischer/hypoxischer Zustände 
Exzitotoxizität spielt eine Schlüsselrolle im Rahmen neurodegenerativer Prozesse während 
z. B. cerebraler Ischämie bzw. hypoxischen Zuständen. Bei der cerebralen Ischämie kommt 
es zu einer Minderdurchblutung bestimmter Hirnareale und somit zu einer verminderten 
Versorgung dieser Abschnitte mit Glukose und Sauerstoff (O2). Als Hypoxie bezeichnet man 
die Unterversorgung von Gewebe mit Sauerstoff. Ursächlich dafür ist die Verengung 
afferenter Gefäße und die dadurch bedingte verminderte Durchblutung nachfolgender 
Areale. Infolge dieser Zustände kommt es häufig zum Zelluntergang mit nachhaltiger 
Schädigung des Gewebes. So führt die verminderte Gewebeperfusion zur Abnahme des 
Sauerstoffpartialdrucks (pO2) und zur Anreicherung von CO2 in den Zellen, wodurch sich 
eine anaerobe Stoffwechsellage ergibt. Dies bedingt die respiratorische Azidose und 
nachfolgend die Laktatazidose der Zelle, was durch H+-Akkumulation zum Abfall des 
intrazellulären pH-Werts führt (Kaczmarek 2013). Um der Abnahme des pH-Werts 
entgegenzuwirken, werden Protektionsmechanismen aktiviert, die jedoch langfristig zum 
Zelltod führen können. Einer dieser Regulationsmechanismen zur Reduktion der 
intrazellulären H+-Ionenkonzentration [H+]i ist die Aktivitätssteigerung des Na
+-/H+-
Austauschers, was die Akkumulation von [Na+]i zur Folge hat (ten Hove et al. 2007). Zudem 
kommt es mit abnehmendem Energiegehalt der Zelle, bedingt durch die Hemmung der 
oxidativen Phosphorylierung und ATP-Depletion (Kameyama et al. 1984) zur Abnahme der 
Na+-/K+-ATPase Aktivität und somit zu einem weiteren Anstieg der [Na+]i. Die Zunahme der 
[Na+]i führt zur Depolarisation der Membran und somit zur Öffnung spannungsabhängiger 
Na+- und Ca2+-Kanäle. Dadurch nimmt die [Na+]i sowie [Ca
2+]i weiter zu. Die hohe [Na
+]i 
bewirkt schließlich die Umkehr der Flussrichtung des Na+-/Ca2+-Austauschers, wodurch 
dieser Na+-Ionen entlang des elektrochemischen Gradienten vom Zellinneren in den 
Extrazellularraum transportiert. Im Gegenzug gelangen weitere Ca2+-Ionen in das Innere der 
Zelle, was letztendlich zum Zelltod führt. Dieser Ionenentgleisung könnte die Aktivierung 
ionensensitiver K+-Kanäle entgegenwirken. So ist durchaus denkbar, dass es infolge des 
[Na+]i-Anstiegs zur gesteigerten Offenwahrscheinlichkeit von KNa-Kanälen, wie 
beispielsweise dem Slack-Kanal kommt. Der dadurch bedingte gesteigerte K+-Ausstrom aus 
der Zelle sowie die nachfolgend anhaltenden Hyperpolarisation der Membran könnten zur 
Stabilisation des Membranpotentials beitragen (Kaczmarek 2013). Eine solche protektive 
Slack-Aktivität unter hypoxischen Bedingungen wurde zunächst kontrovers diskutiert. So 
deuten die Daten der Arbeitsgruppe um Ruffin et al. einerseits daraufhin, dass es infolge der 
Reduktion des pH-Werts und dem Anstieg von CO2 zu einer Abnahme der Slack-Aktivität 
kommt. Allerdings wurden diese Messungen unter physiologischen Na+-
Ionenkonzentrationen durchgeführt. Versuche mit einer erhöhten Konzentration an  
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Na+-Ionen, wie unter ischämischen Bedingungen üblich, zeigten hingegen eine gesteigerte 
Aktivität von Slack (Ruffin et al. 2008). Diese Befunde lassen vermuten, dass die  
pH-Sensitivität des Slack-Kanals abhängig von der Na+-Ionenkonzentration ist und dass 
Slack unter ischämischen Bedingungen aktivierbar ist. Der direkte Nachweis der protektiven 
Funktion von Slack unter ischämischen ex vivo und in vivo Bedingungen steht allerdings 
noch aus. 
 Cerebelläre Granularzellen (CGCs) 1.6
Die Granularzellen des Cerebellums, welche auch als Körnerzellen bezeichnet werden, 
stellen die größte Neuronenpopulation des Säugetiergehirns dar. Das Cerebellum selbst ist 
eine sehr prominente Gehirnregion und mehr als 90 % der cerebellären Neurone sind 
Granularzellen (Contestabile 2002). Beim Menschen beträgt der Anteil an Granularzellen im 
Vergleich zur gesamten Anzahl an Neurone im Gehirn mehr als 50 %. Der cerebelläre 
Cortex besteht aus drei Schichten, der Molekularschicht (Stratum moleculare), der 
Purkinjezellschicht (Stratum purkinjense) und der Granularzellschicht (Stratum granulosum). 
Diese enthalten verschiedene Neuronenzelltypen, wie die Purkinjezellen, Granularzellen, 
Golgi-Zellen, Lugaro-Zellen, Pale-Zellen (unipolar brush cells (UBCs)), Korbzellen und 
Sternzellen (Voogd und Glickstein 1998, Ramnani 2006, Cerminara et al. 2015). Funktionell 
gesehen sind die Purkinjezellen der bedeutendste Zelltyp des Cerebellums, da sie die 
einzige Ausgangspforte darstellen. Diese einschichtig angeordneten Neurone weisen einen 
charakteristischen, äußerst verzweigten Dendritenbaum auf, der in die Molekularzellschicht 
projiziert. Dort erhalten die Purkinjezellen Input von zwei glutamatergen exzitatorischen 
Neuronensytemen, den Kletterfasern der unteren Olive der Medulla oblongata und den 
Parallelfasern der Granularzellen, welche wiederum durch die Moosfasern aktiviert werden. 
Zudem empfangen die Purkinjezellen inhibitorische Afferenzen von zwei, in der 
Molekularzellschicht lokalisierten, GABAergen Interneurontypen, den Korbzellen und den 
Sternzellen. Darüber hinaus bilden sie in der Granularschicht inhibitorischen Synapsen mit 
den dort lokalisierten Interneuronen, den GABAergen Golgi-Zellen und den Lugaro-Zellen, 
aus. Die Axone der Purkinjezellen ziehen bis in die cerebellären Kerngebiete, welche tief in 
der weißen Substanz lokalisiert sind. Dort kommt es an der präsynaptischen Membran der 
Purkinjezellen zur Ausschüttung von GABA, wodurch es zur Hemmung nachgeschalteter 
Neurone, die u. a. an der Kontrolle von Bewegungsabläufen beteiligt sind, kommt (Cerminara 
et al. 2015). Die Granularzellen, deren Zellkörper sich in der Granularzellschicht des 
cerebellären Cortexes befinden, verfügen über je drei bis vier kurze, unverzweigte Dendriten. 
Ihre unmyelinisierten Axone (Perge et al. 2012) ziehen bis in die Molekularschicht (siehe 
oben) der Kleinhirnrinde. Dort verzweigen sie sich T-förmig und bilden die sogenannten 
Parallelfasern aus. Diese bis zu 5 mm langen Fasern verlaufen parallel zur Folia cerebelli der 
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Kleinhirnrinde und befinden sich im rechten Winkel zu den Axonen der Purkinjezellen. Wie 
bereits erwähnt bilden die Parallelfasern sowie Axonal-lokalisierte Synapsen der 
Granularzellen synaptische Kontakte mit den Dornenfortsätzen der dicht verzweigten 
Dendritenbäume der Purkinjezellen aus. Zudem interagieren sie mit den Dendriten anderer 
kortikaler Interneurone. Granularzellen sind die einzigen exzitatorischen Neurone innerhalb 
des Cerebellums und setzten an ihren Synapsen Glutamat frei. Innerviert werden sie von 
den ebenfalls glutamatergen Moosfasern, die ihren Ursprung in Hirnstammkerngebieten und 
dem Rückenmark haben (Ruigrok 2011, Ruigrok et al. 2014). 
 CGCs als Modell zur Untersuchung von Zelltodmechanismen in vitro 1.6.1
Primäre cerebelläre Granularzellkulturen (CGC-Kulturen) sind ein bereits seit langer Zeit 
etabliertes und gut charakterisiertes Modellsystem zur Untersuchung diverser molekularer 
Zusammenhänge in vitro. Dabei können einerseits Mechanismen im Rahmen neuronaler 
Schädigung, wie beispielsweise der neuronalen Apoptose, aber auch Prozesse, die zur 
Neuroprotektion und der neuronalen Entwicklung beitragen untersucht werden (Contestabile 
2002, Bilimoria und Bonni 2008, Krämer und Minichiello 2010). Vorteilhaft ist, dass CGC-
Kulturen ein Zellkultursystem mit einer sehr homogenen Neuronenpopulation darstellen. 
Unter Standard-Kultivierungsbedingungen beträgt der Anteil an CGCs in solchen Kulturen 
mehr als 90 %. Zudem ist bekannt, dass sich die cerebellären Granularzellen in Nagetieren 
v. a. in den ersten beiden postnatalen Wochen aus Vorläuferzellen entwickeln (Manzini et al. 
2006, Lee et al. 2009). Aufgrund dieser vorwiegend postnatalen Entwicklung können diese 
Neurone durch Präparation der Cerebelli postnataler Mäusen gewonnen werden und 
beginnen direkt nach dem Ausplattieren zu differenzieren (Lee et al. 2009). Die 
entwicklungsspezifischen Veränderungen der CGC-Neurone in in vitro Systemen 
entsprechen dem Übergang unreifer zu ausgereiften Neuronen in vivo (Manzini et al. 2006). 
So erreichen die CGC-Neurone nach sieben Tagen in Kultur (days in vitro, DIV) einen 
ausgereiften Zustand (Cerminara et al. 2015). Wie in allen neuronalen Zellkultursystemen 
fehlen auch in diesem Modell die für das Gehirn typischen neuronalen Verschaltungen sowie 
die Interaktion verschiedener Neuronengruppen untereinander. So geht der Input der 
Moosfasern auf die cerebellären Granularzellen sowie die Verbindungen mit den 
Purkinjezellen im in vitro System verloren. Um dieses Problem so lösen wir die synaptische 
Aktivität durch die Zugabe depolarisierende Konzentrationen an Kaliumchlorid (KCl) 
nachgeahmt und so das neuronale Wachstum der CGCs in Kultur gewährleistet (Gallo et al. 
1987, Franklin und Johnson 1992, Krämer und Minichiello 2010). Auch konnten durch den 
Einsatz primärer CGC-Kulturen bereits einige interessante Erkenntnisse bezüglich der 
neuronalen Apoptose sowie der Migration und Differenzierung der Neurone im ZNS 
gewonnen werden (Bilimoria und Bonni 2008). Aufgrund der vorbezeichneten Aspekte und 
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der bereits nachgewiesenen Expression von Slack in der Granularzellschicht des 
cerebellären Cortex (Bausch et al. 2015) stellt dieses System eine hervorragende 
Möglichkeit zur Überprüfung der Rolle von Slack während exzitotoxischer Bedingungen dar. 
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 Hypothese und Zielsetzung der Arbeit 1.7
Akute sowie chronische neurodegenerative Erkrankungen zählen zu den führenden 
Ursachen für Behinderung und Tod weltweit. Trotz unterschiedlicher Ätiologien spielen 
exzitotoxische neuronale Schädigungsmechanismen bei diesen Erkrankungen eine zentrale 
Rolle. Exzitotoxizität ist eine spezifische Form neuronaler Schädigung, die durch die 
exzessive Stimulation von Glutamatrezeptoren hervorgerufen wird (Olney 1989). Trotz 
intensiver Forschung an exzitotoxischen Schädigungsmechanismen existieren noch keine 
effektiven Therapiestrategien um beispielsweise die exzitotoxische Neurodegeneration 
während eines Hirninfarktes zu limitieren. Auch therapeutische Ansätze die der Progression 
chronischer neurodegenerativer Erkrankungen entgegen wirken können sind klinisch nicht 
etabliert. NMDA-Rezeptorantagonisten (z. B. Licostinel und Selfotel) (Albers et al. 1999, 
Davis et al. 2000), die zur Reduktion der exzitotoxische Überstimulation beitragen sollen, 
konnten in diesem Zusammenhang aufgrund schwerwiegender Nebenwirkungen, 
unzureichender Pharmakokinetik oder therapeutischer Dosen bislang nur wenig überzeugen 
(Ikonomidou und Turski 2002, Albensi et al. 2004, Lipton 2004). Die Modulation 
kaliumselektiver Ionenkanälen, die im Rahmen exzitotoxischer Schädigungsmechanismen 
ebenfalls eine wichtige Rolle spielen, stellt einen möglichen Ansatzpunkt für die gezielte 
Behandlung akuter sowie der progredienter Neurodegeneration bei Alzheimer, ALS und 
Epilepsie dar (Nwosu et al. 2010, Virgili et al. 2013, Bearden et al. 2014). So konnte im 
Mausmodell bereits ein kausaler Zusammenhang zwischen der BK-Kanalaktivität und 
Neuroprotektion nachgewiesen werden (Kulawiak et al. 2008, Liao et al. 2010, Bentzen et al. 
2014). Auch der ubiquitär neuronal exprimierte Na+-aktivierte K+-Kanal Slack stellt ein 
wichtiger Regulator neuronaler Erregbarkeit dar. So wurde eine Beteiligung von Slack an 
Adaptionsprozessen, der langsamen Nachhyperpolarisation sowie dem rhythmischem 
Feuern bestimmter Neurone nachgewiesen (Kaczmarek 2013). Zudem weisen in vitro 
Studien daraufhin, dass Slack durch sehr [Na+]i aktiviert wird. Daher wurde bereits früh über 
eine mögliche Funktion des Kanals unter pathophysiologischen Bedingungen, wie z. B. 
während ischämischer/hypoxischer Zustände die mit hohen [Na+]i einhergehen spekuliert 
(Bhattacharjee und Kaczmarek 2005). Darüber hinaus wurde eine direkte Interaktion von 
Slack-Kanälen mit AMPA-/Kainat-Rezeptoren nachgewiesen (Nanou et al. 2008). So führt 
der AMPA-mediierte Na+-Einstrom zur Aktivierung von Slack und dem dadurch vermittelten 
K+-Ausstrom. Dies bedingt über einen negativen Feedback-Mechanismus die Reduktion der 
AMPA-induzierten exzitatorischen synaptischen Transmission (Hess et al. 2007, Nanou et al. 
2008). Diese Befunde führen zu der Hypothese, dass Slack-Kanäle im Rahmen 
exzitotoxischer Schädigungsmechanismen aktiviert werden und durch den lang anhaltenden 
K+-Ausstrom der Membrandepolarisation entgegenwirken. Dies wiederum könnte zur 
Reduktion der Öffnungswahrscheinlichkeit von spannungsabhängigen Ca2+- und  
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Na+-Kanälen beitragen und somit die toxischen Na+- und Ca2+-Überladung, welche letztlich 
ursächlich für den neuronalen Zelltod ist, vermindern. In diesem Zusammenhang war es das 
zentrale Ziel der hier vorliegenden Doktorarbeit die Rolle des endogenen Slack-Kanals für 
die Protektionsmechanismen im Rahmen neuronaler exzitotoxischer Schädigung 
aufzudecken. Hierfür wurden erstmals globale Slack-Knockout Mausmutanten direkt mit 
ihren WT-Wurfgeschwistern in einem in vivo Modell zur Induktion exzitotoxischer Schädigung 
untersucht. Basierend auf diesen Untersuchungen sollte auch geklärt werden ob eine 
pharmakologische Intervention mit dem Slack-Aktivator Loxapin den neuronalen Zelltod 
während exzitotoxischer Schädigung limitiert. Um die entsprechenden Zusammenhänge, 
sowie zugrundeliegenden Mechanismen der potentiellen Slack-vermittelten Neuroprotektion 
zu entschlüsseln wurde parallel ein in vitro Neuronen-Zellkultursystem etabliert. Durch die 
Stimulation kultivierter primärer Granularzellen mit Glutamat in Abhängigkeit von NMDA- und 
AMPA-Rezeptorantagonisten sollte der in der Eingangshypothese postulierte 
Zusammenhang zwischen Slack und den iGluRs bestätigt werden. Letztlich war es auch ein 
Ziel zu überprüfen, ob und inwiefern die Slack-Kanalaktivität einen Einfluss auf die  
[Ca2+]i-Akkumulation nach iGluR-Rezeptorstimulation sowie Veränderungen in der 
Genexpression potentieller neuroprotektiver bzw. neurotoxischer Faktoren infolge der 





Allgemeine Laborgeräte, Software und standardmäßig verwendete Verbrauchsmaterialen 
sind in Abschnitt 2.1 aufgeführt. Versuchsspezifische Materialien, Substanzen und Puffer 
sind im Abschnitt 2.2 tabellarisch aufgelistet. 
 Allgemeine Materialien 2.1
 Geräte 2.1.1
Gerät Gerätetyp, Hersteller 
Absaugpumpe (Zellkultur) KNF Laborport, Neuberger 
Analysenwaage VWR-124, Sartorius AG 
Autoklav Systec 3870 ELV, Systec GmbH 
Brutschrank (Zellkultur) WTB, Binder 
HERAcell, Heraeus 
Detektionssystem (Western Blot) Amersham Imager 600, GE-Healthcare 
Elektrodenplatten (Western Blot) 30034507, Scie-Plas 
Elektrophoresekammer (Genotypisierung) Sub-Cell, Bio-Rad 
Elektrophoresekammer (Western Blot) Mini Protean, Bio-Rad 
Fluoreszenzlampe (Ca
2+
-Messapparatur) XBO 75, Carl Zeiss 
Feinbohrschleifer FBS 240/E 28472, Proxxon 
Gasbrenner Gasprofi 1, Wartewig Labor- und Dentaltechnik 
Geldokumentationsanlage BioDoc Analyze, Biometra 
Hamilton Spritze SYR 50μl 705N, Hamilton 
Histologiescanner Mirax Desk Scanner, Zeiss 
Panoramic Desc, 3D Histech 
Isofluran Narkoseeinheit 0258-Narkoseeinheit, Völker GmbH 
Kamera Axiocam MRc Rev.3 Carl Zeiss 
Kamera Spot Inside (Ca
2+
-Messapparatur) Visitron 
Kleintierwaage  MS-400, G & G 
Kryotom Microm HM, Thermo Scientific 
Kühlzentrifuge Centrifuge 5417R, Eppendorf 
Magnetische Heizplatte Wilovert 30, Hund 









Wilovert 30, Hund Wetzlar 
Zeiss Axiovert 200M, Carl Zeiss 
Zeiss Axioimager Z1, Carl Zeiss 
Zeiss Axiovert S100, Carl Zeiss 
Mikrowelle MWG 800 FiF 
Multipipette Handy StepS, Brand 
PCR-Cycler Mastercycler Gradient, Eppendorf 
pH-Elektrode Blue Line 18 pH 3mol/l KCl Schott 
pH-Meter pH-Meter 761 Calimatic, Knick 
Photometer BioPhotometer RS232 C, Eppendorf 
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Gerät Gerätetyp, Hersteller 
Photometer BioPhotometer D30, Eppendorf 
Nanophotometer P330, Implen 
Pipetten (8-Kanal: 200 µl, 100 µl) ResearchPro, Eppendorf 
Pipetten 10 µl, 20 µl, 200 µl, 1000 μl Pipetman, Gilson 






ToughCut® 14058-11, FST 
SI-50-4500, 11 cm, Schreiber 
11253-20, 11251-20, 11271-30, Dumont, FST 
Präzisionswaage BP 2100 S, Sartorius 
Real Time PCR-Cycler Opticon FD-3200, MJ Research 
CFX Connect, Bio-Rad 
Reinstwasseraufbreitungsanlage Milli-Q Biocell, Millipore 
Purelab flex, Elga 
Schüttler Duomax 1030, Heidolph 
Unimax 1010, Heidolph 




Stereolupe (Präparation) Olympus SZX9, Olympus 
Stereotakt TSE System 
Sterilwerkbank Herasafe, Heraeus 
Strom/Spannungsquelle Standard Power Pack 25. Biometra 
Thermoschüttler Thermomixer Compact Eppendorf 
Trockenschrank FD 115 Binder 
Vortexmischer Vortex Genie 2 Bender und Hobein AG 
Wärmelampe Infrarotlampe 616.00, Beurer 




Centrifuge 5415D, Eppendorf 
Centrifuge 5417, Eppendorf 
Centrifuge 5702, Eppendorf 
 
 Software 2.1.2
Software Verwendung Hersteller 
Amersham Imager 600 Scan Software Western Blot GE-Healthcare 
AxioVision Rel. 4.8 Histologie (Visualisierung, Auswertung) Carl Zeiss 
Bio-Rad CFX Manager 3.1 qRT-PCR Quantifizierung  Bio-Rad 
CorelDRAW X8 Grafikprogramm (Abbildung) Coral Corperation 
ImageJ  Ca
2+
-Messung (Auswertung) Wayne Rasband 
Image Quant TL 7.0 Western Blot Quantifizierung GE-Healthcare 
Magellan 7.2 Messung und Auswertung Enzym-Assay Tecan  
MIRAXViewer Histologie (Visualisierung, Auswertung) Carl Zeiss 
Opticon Analysis 1.4 qRT-PCR Quantifizierung MJ Research 




   Material 
53 
 Allgemeine Verbrauchsmaterialien 2.1.3
Material Bestellnummer Bezugsquelle 
Einmalhandschuhe Nitrile Powder-Free 290418 Abena 
Einmalstripetten  
-   5 ml 
- 10 ml 
- 25 ml 








- 1,5 ml 







Magnetstäbchen (15 - 50 mm) C267.1 Carl Roth 










PCR-Reaktionsgefäß 0,5 ml 30.124.537 Eppendorf 
Pipettenspitzen (gestopft) 
-     10 µl 
-     20 µl 
-   200 µl 








-        10 µl 
- 20-200 µl 






Präzisionstücher Kimtech Science AA64.1 Kimberly Clark 
Rotilabo-Spritzenfilter PVDF P666.1 Carl Roth 
Vakuumfiltrationseinheit (Filtropur BT25) 831822 Sarstedt 
Waagschalen 
- klein (41 x 41 x 8 mm) 









 430639 Corning 
Zellkulturplatten 
























- 15 ml 
- 50 ml, konisch 








 Versuchsspezifische Materialien, Substanzen, Lösungen und 2.2
Zellkulturmedien 
Alle verwendeten Standardsubstanzen wurden, sofern nicht anders vermerkt, von den 
Firmen Sigma-Aldrich (Taufkirchen) und Carl Roth (Karlsruhe) bezogen und entsprechen 
dem höchsten Reinheitsgrad für molekularbiologische Analysen. Für die Herstellung aller 
Lösungen und Puffer wurde autoklaviertes, deionisiertes Wasser (dH2O) verwendet. 
Sämtliche Oligonukleotide wurden von Eurofins MWG (Ebersberg) bezogen. 
 Genotypisierung 2.2.1
Substanzen und Materialien zur DNA-Isolation und PCR 
Bezeichnung Bestellnummer Bezugsquelle 
KAPA Mouse Genotyping Hot Start Kit 07-KK7352-02 PeqLab 
 
Primer zur Genotypisierung 
Mauslinie Primertyp Primerequenz von 5'-3' 
Slack GenoT-1Afor AGGGGCTGAGAGGGGTCTCG 
Slack GenoT-1Arev TGGGTAGGGCTGCCACAAGC 
Slack GenoT-2Arev GCCACAATCTGTTCCTTGGCAC 
 Das Primer-Lyophilisat wird in autoklaviertem, deionisierten Wasser (dH2O) in einer Konzentration 
von 200 pmol/μl (200 µM) gelöst. Die 2 µM Primerstocklösung wird durch eine 1:100 Verdünnung 
hergestellt. 
 
Substanzen und Lösungen für die Agarose-Gelelektrophorese 
Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
Agarose 840004 Biozym Scientific 
Borsäure 6943.3 Carl Roth 
Bromphenolblau 15375 Serva 
DNA-Marker (2-Log DNA-Ladder) 32000-S New England Biolabs 
EDTA (Ethylendiamintetraacetat) 8043.2 Carl Roth 
Ethidiumbromid E1510 Sigma-Aldrich 
Ficoll 400 CN90.3 Carl Roth 
Tris 5429.3 Carl Roth 
Xylencyanol X4126 Sigma-Aldrich 
 
EDTA 0,5 M, pH 8,0  Xylencyanol-Lösung 
EDTA 186,1 g  Xylencyanol 100 mg 
dH2O ad 1000 ml  dH2O 2 ml 
 pH-Wert mit NaOH auf 8,0 einstellen   im Ultraschallbad lösen (15 min) 
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Bromphenolblau-Lösung  Agarosegel 2 % 
Bromphenolblau 110 mg  Agarose 2 g 
dH2O 2 ml  1 x TBE-Puffer 100 ml 
 
DNA-Längenstandard  6x Ladepuffer 
2-Log DNA Ladder 10 µl  Ficoll 400 9 g 
6x Ladepuffer 20 µl  EDTA (0,5 M; pH 8,0) 12 ml 
dH2O 90 µl  10x TBE-Puffer 30 ml 
   Bromphenolblau-Lösung 1,3 ml 
10x TBE-Puffer  Xylencyanol-Lösung 1,5 ml 
Tris 108 g  dH2O ad 50 ml 
Borsäure 55 g   Ficoll, EDTA und 10x TBE bei 60 °C 
rühren (1 h) 
 mit dH2O auf 47 ml auffüllen 
 Zugabe der Farbstofflösungen 
EDTA (0,5 M; pH 8,0) 40 ml  
dH2O  ad 1000 ml  
 1x TBE-Puffer: 1:10 Verdünnung  
 
 Histologische Untersuchungen von Gehirnschnitten und CGC-Kulturen 2.2.2
Versuchsspezifische Materialien und Substanzen für die Gewebepräparation 
und histologische Untersuchung 
Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
Aceton 9372.4 Carl Roth 
Aluminiumfolie 2596.1 Carl Roth 
Aquatex 1.08562.0050 Merck Millipore 
Deckgläser (20 x 60 mm), High Precision LH26.1 Carl Roth 
DePeX Eindeckmittel HX069485 VWR 
DPx new Eindeckmittel HX55746674 VWR 
Einbettmedium NEG-50 6502 Thermo Scientific 
Eselnormalserum (NDS) 017-000-121 Dianova 
Essigsäure (100 %) 3738.5 Carl Roth 
Ethanol (absolut) 32205 Sigma-Aldrich 
Färbegestell H552.1 Carl Roth 
Färbekasten mit Deckel H554.1 Carl Roth 
Färbekasten nach Coplin H548.1 Carl Roth 
Fettstift (Hydrophobic Barrier Pen) H-4000 Vector Laboratories 
Formaldehydlösung (35 %) 4979.1 Carl Roth 
Hoechst 33258 Sigma-Aldrich 
Isopentan 3927.1 Carl Roth 
Klingen (Kryotom) MX35 Thermo Scientific 
Kresylviolett-Acetat C5042 Sigma-Aldrich 
Levamisol SP-500 Vector Laboratories 
Natriumacetat-Trihydrat (C2H3NaO2 x 3 H2O) 6779.1 Carl Roth 
Natriumazid (NaN3) K305 Carl Roth 
Objektträger SuperFrost
®
 (26 x 76 mm) 1879.1  Carl Roth  
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Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
Paraformaldehyd (PFA) 0335.2 Carl Roth 
PBS 14190-094 Life Technologies 
PermaFluor TA-030-FM Thermo Scientific 
Rinderserumalbumin (BSA) A8806 Sigma-Aldrich 
Saccharose 4621.2 Carl Roth 
Streckglas (Glas anti-roll plate, 39,5 mm) 449990 Thermo Scientific 
Tris 5429.2 Carl Roth 
Triton X-100 3051.2 Carl Roth 
Xylol 9713.3 Carl Roth 
Ziegennormalserum (NGS) S-1000 Vector Laboratories 
 
Lösungen zum Fixieren von Gewebe und Zellen 
PFA-Stocklösung 4 %   
Paraformaldehyd (PFA) 20 g    
PBS 500 ml    
 unter Rühren auf 60 °C erhitzen 
 nach dem Lösen 30 min bei 60 °C rühren 
 50 ml Aliquots; Lagerung bei −20 °C 
   
  
 
PFA-Lösung 2 %  PFA-Lösung 1 % 
PFA-Lösung 4 % 25 ml  PFA-Lösung 4 % 12,5 ml 
PBS 25 ml  PBS 37,5 ml 
 10 ml Aliquots; Lagerung bei −20 °C   10 ml Aliquots; Lagerung bei −20 °C 
 
Saccharose-Lösung 30 %  Saccharose-Lösung 8 % 
Saccharose 30 g  Saccharose-Lösung 30 % 20 ml 
NaN3 50 mg  dH2O 55 ml 
dH2O ad 100 ml   10 ml Aliquots; Lagerung bei −20 °C 
 steril filtrieren 
 10 ml Aliquots; Lagerung bei −20 °C 
  
 
Lösungen und Puffer für Nissl-Färbung 
Natriumacetat-Lösung 0,1 M  Essigsäure-Lösung 0,1 M 
Natriumacetat 1,36 g  Essigsäure 100 % 600 µl 
dH2O 100 ml  dH2O 100 ml 
 
Natriumacetat-Pufferlösung pH 3,5   
Natriumacetat-Lösung 0,1 M 18 ml    
Essigsäure-Lösung 0,1 M 282 ml    
 pH-Wert einstellen   
  
   Material 
57 
Kresylviolett-Stammlösung 1 %  Kresylviolett-Lösung 0,1 % 
Kresylviolett-Acetat 1 g  Kresylviolett-Stammlösung 30 ml 
dH2O 100 ml  Natriumacetat-Pufferlösung ad 300 ml 
 im Ultraschallbad lösen 
 filtrieren 
  30 min rühren 
 
Lösungen zur Permeabilisierung von Gewebe und Zellen 
Triton X-100 in PBS 0,1 %   
Triton X-100 0,5 ml    
PBS ad 500 ml    
 einrühren 
 Lagerung bei 4 °C 
  
 
Lösungen zur Blockade unspezifischer Bindungsstellen 
BSA 3 % (+ Serum) für Gewebe  PBS + Serum 10 % für CGCs 
BSA 3 g  NGS 0,5 ml 
PBS ad 100 ml  NDS 0,5 ml 
 kurz vor Gebrauch NGS bzw. NDS 
Normalseren zugeben 
 PBS  ad 10 ml 
  kurz vor Gebrauch frisch herstellen 
 
Lösungen und Kits IHC-(AP)-Färbung 
Bezeichnung Bestellnummer Bezugsquelle 
Vectastain® ABC-AP-Kit Standard Alkaline 
Phosphatase (für ABC-AP-Arbeitslösung) 
AK 5000 Vector Laboratories 
Vector® Blue Alkaline Phosphatase Substrat-Kit III 
(für AP-Substrat-Lösung) 
SK 5300 Vector Laboratories 
 
Tris-HCl 0,1 M, pH 8,2   
Tris 12,1 g    
dH2O ad 1000 ml    
 auf pH 8,2 einstellen   
 
ABC-AP-Arbeitslösung  AP-Substrat-Lösung 
PBS 5 ml  Tris-HCl 0,1 M, pH 8,2 5 ml 
Reagenz A 1 Tropfen  Levamisol 2 Tropfen 
Reagenz A 1 Tropfen  Reagenz 1 2 Tropfen 
 30 min im Dunkeln inkubieren  Reagenz 2 2 Tropfen 




Verwendete Primärantikörper IHC- und IF-Färbung 
Antikörper Spezies Verdünnung Bezugsquelle 
Anti-beta-III Tubulin mAb, clone  
TuJ-1, IgG2A 
Maus 1:1000 R&D Systems, # MAB 1195 




channel, clone N3/26 
Maus 1:100 -1:500 UC Davis/NIH Neuromab 
Facility  
Anti-Slack-B Hühnchen 1:3000 Leonard K. Kaczmarek 
(Bhattacharjee et al. 2002) 
 
Verwendete Sekundärantikörper IHC- und IF-Färbung 
Antikörper Spezies Verdünnung Bezugsquelle 
Alexa 488-Goat-Anti-Rabbit IgG 
(H+L) 
Ziege 1:800 Thermo Fisher, #A11008 
Alexa 555-Goat-Anti-Mouse IgG1 Ziege 1:800 Thermo Fisher, #A21127 
Biotin-SP AffiniPure Donkey- 
Anti-Chicken IgY (IgG) (H+L) 
Ziege 1:1000 Jackson ImmunoResearch, 
#703-065-155 
Biotinylierter-Goat-anti-Mouse IgG Ziege 1:800 Vector Laboratories, 
#BA-9200 
Cy3-Goat-Anti-Mouse IgG Ziege 1:800 Dianova, #111-167-003 
 
Lösungen zum Eindeckeln der Schnitte bzw. Zellen 
Permafluor + Hoechst   
Permafluor 10 ml    
Hoechst 10 µl    
 vortexen 
 Lagerung bei 4 °C, lichtgeschützt 
 mind. 24 h vorher herstellen um 
Luftblasen zu vermeiden 
  
 
 Stereotaktische intrastriatale Mikroinjektion von NMDA 2.2.3
Versuchsspezifische Materialien und Substanzen für die striatale Injektion 
Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
Bepanthen
®
 Augen- und Nasensalbe (5 g) PZN 01578681 Bayer 
Ethanol, absolut p.a 34963 Sigma-Aldrich 
Ethilon 7-0 (schwarz monofilament, 11 mm 
3/8 Kreis Rundkörpernadel) 
1696H Ethicon 
Gazin Mullkompresse, 10 x 20 cm, steril, 
8-fach (2 x 50 Stk.) 
13623; PZN 03449077 Lohmann & Rauscher 
Gazin Mullkompresse, 5 x 5 cm, steril, 
8-fach (2 x 50 Stk.) 
13620; PZN 0344948 Lohmann & Rauscher 
Hamilton Serie 700 Microliter
®
-Spritze, 
Modell 2, Spitzentyp 3, 10 µl 
EY37.1 Carl Roth 
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Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
Heizmatte Trixie, 15 x 20 cm, 8 W 76087 Reptiland 
Horico
®
 Diamantschleifer H001014 Hopf, Ringleb & Co 
Isofluran 220/96 Aventis 
Kanüle 30G (0,3 x 13 mm) 304000 BD 
Natriumchlorid-Lösung 0,9 %, steril PZN 2159621 Fresenius Kabi 
Octenisept Desinfektionsspray PZN 7463832 Schülke 
Skalpell (Feather Disposable) Nr. 11 02.001.30.011 Feather Safety Razor 
Skalpell (Feather Disposable) Nr. 21 02.001.30.021 Feather Safety Razor 
Spritze 1 ml Luer, BD Plastipak 300013 BD 
Wasserstoffperoxid (H2O2)-Lösung 30 % 8070.2 Carl Roth 
Wattestäbchen, kleiner Kopf, 15 cm lang, 
steril (2 x 50 Stk.) 
3204; PZN 02819968 Careliv Produkte Ohg 
 
Versuchsspezifische Lösungen für die striatale Mikroinjektion von NMDA 
NMDA-Injektionslösung 66,7 mM  Wasserstoffperoxid-Lösung 3 % 
NMDA-Stocklösung 100 mM 33,3 µl  Wasserstoffperoxid-Lösung 30 % 1 ml 
PBS 66,7 µl  dH2O 9 ml 
 steril filtrieren 
 20 µl Aliquots; Lagerung bei −20 °C 
  Lagerung bei 4 °C  
  
 
Loxapin-Stocklösung 1 mg/ml  Loxapin-Injektionslösung 17,5 µg/ml 
Loxapinsuccinat 20 mg  Loxapin-Stocklösung 1 mg/ml 40 µl 
Natriumchlorid-Lösung 0,9 % 20 ml  Natriumchlorid-Lösung 0,9 % 2246 µl 
 steril filtrieren 
 40 µl Aliquots; Lagerung bei −20 °C 
  Lagerung bei 4 °C 
 Injektion von 10 µl/g KG  
 
 Organentnahme und Zellkultur (Präparation der Cerebelli und 2.2.4
Kultivierung primärer Granularzellen) 
Materialien und Medien zur Organentnahme 
Material/Medien  Bestellnummer Bezugsquelle 
Doppelspatel (Länge: 12 cm, Blattbreite: 
0,4 cm, Blattlänge: 2,5 cm) 
YK51.1 Carl Roth 
Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) 14175-053 Life Technologies 
Pinzette Dumont #5 (Biology tip, 11 cm, Inox) 11252-20 FST 
Pinzette Dumont #5 Fine Tips (Biology tip, 
11 cm, Inox) 
11254-20 FST 
Pinzette Dumont #7 (gebogen, Standard tip, 
11,5 cm, Dumoxel) 
11271-30 FST 
Pinzette (Iris, gebogen, gezähnt 10 cm) 15915-G WPI 
Schere zur Dekapitation Keine Angaben Keine Angaben 
Springschere (Iris, 11 cm, Firma: Schreiber, 
SI-Line, SI-50-4500) 
LX76.1 Carl Roth 
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Versuchsspezifische Materialien, Substanzen, Lösungen und Medien für die 
Isolation und Kultivierung primärer Granularzellen 
Material/Substanz/Medium Bestellnummer Bezugsquelle 
AraC (Cytosine β-D-arabinofuranosidehydrochloride) C6645 Sigma-Aldrich 
B27 Supplement (50x) 17504-044 Life Technologies 
Basal Medium Eagle (BME) 21010-046 Life Technologies 
Deckgläser, rund, Ø 18 mm 631-0669 VWR 
Deoxyribonuclease I from bovine pancreas (DNase) DN25 Sigma-Aldrich 
Fetal Bovine Serum (FCS) 10270-106 Life Technologies 
Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)  14175-053 Life Technologies 
Kaliumchlorid  P5405 Sigma-Aldrich 
L-Glutamin 200 mM (100x) 25030-024 Life Technologies 
Neurobasal Medium 21103-049 Life Technologies 
Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml) (Pen/Strep) 15140-122 Life Technologies 
Poly-L-Lysin (PLL) P2636 Sigma-Aldrich 
Trypanblaulösung 0,4 %  T8154 Sigma-Aldrich 
Trypsin 2,5 % (10x) 15090-046 Life Technologies 
 
PLL-Stocklösung 2,5 mg/ml  PLL-Lösung 0,1 mg/ml 
PLL 100 mg  PLL-Stocklösung 2,5 mg/ml 0,4 ml 
dH2O 40 ml  dH2O 9,6 ml 
 mit 10 ml dH2O in Vial lösen 
 in 50 ml Tube überführen + 30 ml dH2O 
 1 ml Aliquots; Lagerung bei −20 °C 
  1:25 Verdünnung der Stocklösung 
 immer frisch herstellen 
 Ansatz für 24-Well Zellkulturplatte 
 
Kaliumchlorid-Stocklösung 2 M  AraC-Stocklösung 10 mM 
Kaliumchlorid 7,455 g  AraC 25 mg 
dH2O ad 50 ml  dH2O 9,83 ml 
 steril filtrieren, Lagerung bei 4 °C   1 ml/100 µl Aliquots; Lagerung bei −20°C 
 
DNase-Stocklösung 1 %  BME + Pen/Strep Medium (BP) (50 ml) 
Deoxyribonuclease I 100 mg  BME 50 ml 
dH2O 10 ml  Pen/Strep  500 µl 
 0,5 ml Aliquots; Lagerung bei −20 °C   Lagerung bei 4 °C 
 
Ausplattiermedium (50 ml)  Erhaltungsmedium (50 ml) 
BME 44 ml  Neurobasal Medium 48 ml 
FCS 5 ml  B27 Supplement 1 ml 
Pen/Strep 500 µl  Pen/Strep 500 µl 
L-Glutamin (100x) 500 µl  L-Glutamin (100x) 125 µl 
 Lagerung bei 4 °C  KCl-Stocklösung 2 M 500 µl 
   AraC-Stocklösung 10 mM 50 µl 
   Lagerung bei 4 °C 
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 Exzitotoxizitätsstudien 2.2.5
Versuchsspezifische Substanzen, Lösungen und Kits für die 
Exzitotoxizitätsstudien 
Ausgangssubstanz/Kit Bestellnummer Bezugsquelle 




Brain-Derived Neurotrophic Factor Human (BDNF) B3795 Sigma-Aldrich 
CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay G1780 Promega 
L-Glutaminsäure G8415 Sigma-Aldrich 
N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) M3262 Sigma-Aldrich 
 
Glutamat-Stocklösung 15 mM  Glutamat-Lösung 100 µM 
L-Glutaminsäure 25 mg  Glutamat-Stocklösung 15 mM 53 µl 
dH2O 11,33 ml  Erhaltungsmedium 7,95 ml 
 steril filtrieren 
 1 ml/60 µl Aliquots; Lagerung bei −20 °C 
  Ansatz entspricht der Menge für einen 
Versuch mit Glutamat, MK-801 und NBQX 
 
MK-801-Stocklösung 10 mM  NBQX-Stocklösung 10 mM 
(+)-MK-801 Hydrogenmaleat 5 mg  NBQX 10 mg 
dH2O 1,48 ml  dH2O 2,63 ml 
 50 µl Aliquots; Lagerung bei −20 °C   50 µl Aliquots; Lagerung bei −20 °C 
 
MK-801-Lösung 10 µM  NBQX-Lösung 10 µM 
MK-801-Stocklösung 10 mM 2 µl  NBQX-Stocklösung 10 mM 2 µl 
Lösungsmittel 1998 µl  Lösungsmittel 1998 µl 
 Ansatz für Triplikat (24-Well) 
 Lösungsmittel: Erhaltungsmedium/ 
Glutamat-Lösung 100 µM 
  Ansatz für Triplikat (24-Well) 
 Lösungsmittel: Erhaltungsmedium/ 
Glutamat-Lösung 100 µM 
 
MK-801 + NBQX-Lösung, je 10 µM   
MK-801-Stocklösung 10 mM 2 µl    
NBQX-Stocklösung 10 mM 2 µl    
Erhaltungsmedium 1996 µl    
 Ansatz für Triplikat (24-Well)   
 
NMDA-Stocklösung 100 mM  NMDA-Lösung 300 µM 
NMDA 100 mg  NMDA-Stocklösung 100 mM 11,4 µl 
dH2O 6,797 ml  Erhaltungsmedium 3800 µl 
 1 ml/50 µl Aliquots; Lagerung bei −20 °C   Ansatz entspricht der Menge für einen 




BDNF-Stocklösung 5 µg/ml  BDNF-Lösung 50 ng/ml 
BDNF 5 µg  BDNF-Stocklösung 5 µg/ml 18 µl 
dH2O 1000 µl  Lösungsmittel 1800 µl 
 25 µl/50 µl Aliquots; Lagerung bei −20 °C   Ansatz für Triplikat (24-Well) 
 Lösungsmittel: Erhaltungsmedium/ NMDA-
Lösung 300 µM 
 
BDNF-Lösung 50 ng/ml 
(14 h Präkonditionierung mit BDNF: Tag 1) 
 BDNF-Lösung 50 ng/ml 
(14 h Präkonditionierung mit BDNF: Tag 2) 
BDNF-Stocklösung 5 µg/ml 24 µl  BDNF-Stocklösung 5 µg/ml 6 µl 
Erhaltungsmedium 2400 µl  Erhaltungsmedium 600 µl 
 Ansatz für 2x Triplikat (24-Well)    Ansatz für Triplikat (24-Well) 
 
BDNF + NMDA-Lösung: 50 ng/ml + 900 µM 
(14 h Präkonditionierung mit BDNF: Tag2) 
  
BDNF-Stocklösung 5 µg/ml 6 µl    
NMDA-Stocklösung 100 mM 5,4 µl    
Erhaltungsmedium 600 µl    
 Ansatz für Triplikat (24-Well)    
 
Verdünnungsreihe Glutamat 
Zielkonzentration Glutamat Glutamat-Lösung Erhaltungsmedium 
200 μM 48 μl Stocklösung 15 mM 3552 μl 
100 μM 1800 μl Glutamat 200 μM 1800 µl 
50 μM 1800 μl Glutamat 100 μM 1800 µl 
25 μM 1800 μl Glutamat 50 µM 1800 µl 
12,5 μM 1000 μl Glutamat 25 μM 1000 μl 
 Ansatz pro Kondition entspricht der Menge für Triplikate (24-Well) 
 
Verdünnungsreihe NMDA 
Zielkonzentration NMDA NMDA-Lösung Erhaltungsmedium 
500 μM 420 μl Stocklösung 100 mM 3980 μl 
300 μM 2100 μl NMDA 500 µM 1400 µl 
100 μM 1200 μl NMDA 300 μM 2400 µl 
50 μM 1500 μl NMDA 100 μM 1500 µl 
25 μM 1000 μl NMDA 100 μM 1000 μl 
 Ansatz pro Kondition entspricht der Menge für Triplikate (24-Well) 
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Kits zur Bestimmung der LDH-Aktivität 
CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay Kit  
Bestandteile  Größe Zusammensetzung/Verwendung  
Assay-Puffer 1 x 60 ml Lösemittel für Substrat-Mix 
Substrat-Mix 6 x 1,5 ml Lösen in 12 ml Assay-Puffer; Substrat für LDH  
LDH-Positiv Kontrolle 1 x 25 µl LDH-Standard-Kurve: 25 U/ml - 800 U/ml 
Lyse-Lösung (10x) 1 x 5 ml 9 % v/v Triton
®
 X-100; Lyse der Zellen (60 µl/Well für 45 min) 
Stopp-Lösung 1 x 65 ml 1 M Essigsäure; Abstoppen der enzymatischen Reaktion 
 
 RNA-Analytik 2.2.6
Versuchsspezifische Materialien, Substanzen, Lösungen und Kits  
Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
96-Loch-PCR-Platte (Low Multiwell) MLL-9601 Bio-Rad 
DEPC-H2O T143 Carl Roth 
Ethanol (absolut) 32205 Sigma-Aldrich 
iScript cDNA Synthesis Kit 17008891 Bio-Rad 
NucleoSpin® RNA Kit (200 Präparationen)  740955.250 Macherey-Nagel 
Primer diverse Eurofins 
SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix 1725274 Bio-Rad 
Versiegelungsfolie Microseal® 'B' MSB-1001 Bio-Rad 
β-Mercaptoethanol 4227.1 Carl Roth 
 
NucleoSpin® RNA Kit (200 Präparationen) 
Bestandteile  Größe Anmerkungen  
Collection Tubes (1,5 ml) 250 Stk.  
Collection Tubes (2 ml) 250 Stk.  
Lyse-Puffer RA1 125 ml  
Membran-Entsalzungs-Puffer MDB 125 ml  
NucleoSpin
®
 RNA Säulen mit Collection Tubes 250  
NucleoSpin
®
 Filter  250  
rDNase (RNase frei, lyophilisiert) 5 Vials 550 µl RNase-freiem H2O lösen; 
Lagerung bei −20 °C; 6 Monate 
Reaktions-Puffer für rDNase 30 ml  
RNase-freies H2O 60 ml  
Wasch-Puffer Konzentrat RA3 3 x 25 ml In 100 ml 100% Ethanol lösen; 
Lagerung bei RT; 1 Jahr  




iScript cDNA Synthesis Kit 
Bestandteile    
5x Reverse Transcription Reaction Mix    
i-Script Reverse Transcriptase   
Nuclease-freies H2O   
 
Lösungen und Versuchsansätze für RNA-Isolation 
Ethanol 70 %  Zell-Lyse-Mix 
Ethanol 100 % 35 ml  RA1-Lösung 350 µl 
dH2O 15 ml  β-Mercaptoethanol 3,5 µl 
   Ansatz für ein 12-Well  
 immer frisch herstellen 
 
Lösungen und Versuchsansätze für cDNA-Synthese 
+RT-cDNA-Synthese-Lösung  qRT-PCR-Reaktionsansatz 
5x iScript-Mix 4 µl  2x SSO Green Supermix 7,5 µl 
Reverse Transcriptase 1 µl  Vorwärtsprimer (2 µM) 2,25 µl 
RNA (25,0 ng/μl) 15 µl  Rückwärtsprimer (2 µM) 2,25 µl 
 Ansatz für ein 96-Well 
 −RT-cDNA-Synthese: halber Ansatz  
 cDNA 1:7,5 verdünnen 
 Lagerung bei −20 °C 
 cDNA 3 µl 
  Ansatz für ein 96-Well  
 
Verwendete Primer für die RNA-Analytik 
Zielgen Primertyp Primersequenz von 5' - 3' 
Bad For GCAGCCACCAACAGTCATCA 
 Rev GGGCTAAGCTCCTCCTCCAT 
Bax For CCAAGAAGCTGAGCGAGTGT 
 Rev CACCCGGAAGAAGACCTCTC 
Bcl-xL For CGGATTGCAAGTTGGATGGC 
 Rev TGCTGCATTGTTCCCGTAGA 
Bcl-2 For TGAGTACCTGAACCGGCATC 
 Rev GGGGCCATATAGTTCCACAA 
BDNF For GACGACATCACTGGCTGACA 
 Rev GTCCGCGTCCTTATGGTTTT 
BK For GACGCCTCTTCATGGTCTTC 
 Rev TAGGAGCCCCCGTATTTCTT 
GluA1 For TGGTGGTGGTGGACTGTGAA 
 Rev GGTTGGCGAGGATGTAGTGG 
GluA2 For AGCACTCCTTAGCTTGATTGAGT 
 Rev CCACTTCTTCTCCGCAGCAG 
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Zielgen Primertyp Primersequenz von 5' - 3' 
HPRT For CATTATGCCGAGGATTTGGA 
 Rev CCTTCATGACATCTCGAGCA 
mGluR1 For CACAGCCTGCAAAGAGAATGAG 
 Rev GGTAACGGATAGTAATGGGCTC 
mGluR5 For GTTGTACCTTCGGATGCCCA 
 Rev GCCTCCATCCCACTTTCTCC 
NGF For TGCCAAGGACGCAGCTTT 
 Rev GGTTCTGCCTGTACGCCG 
NR1 For AGGAAGATCATCTGGCCAGGA 
 Rev GGGCTTGACATACACGAAGGG 
NR2A For GAGACCCCGCTACACACTCT 
 Rev TCAGCACGATCACCACAAGC 
NR2B For CGCCCAGATCCTCGATTTCA 
 Rev ACTGGAAGAACATGGAGGACTCA 
NT3 For CGCAAACCTATGTCCGAGCA 
 Rev TCGACAAGGCACACACACAG 
p75NTR For GACACTGAGCGCCAGTTACG 
 Rev GGCGTAGACCTTGTGATCCAT 
Slack For CTGCTGTGCCTGGTCTTCA 
 Rev AAGGAGGTCAGCAGGTTCAA 
Slick For CGCTGCGAAGTGGATAGAAC 
 Rev TGGGGCAAAATCTTTCACAG 
TGF-β1 For TAATGGTGGACCGCAACAAC 
 Rev ACTGCTTCCCGAATGTCTGA 
TGF-β1 RII For CTGTTGCCTGTGTGACTTCG 
 Rev GCCATGTATCTTGCCGTTCC 
TNF-α For CAGCCTCTTCTCATTCCTGCT 
 Rev CTGATGAGAGGGAGGCCATT 
TrkA For TGATCAGGACAAGATGCTCGTG 
 Rev CTCACGCTGAAAGTCCTGCC 
TrkB For TTTCCGCCACCTTGACTTGT 
 Rev TCCTGGAGAGTCTTGAGCCA 
TrkC For TTTGCCTGCGTCCTTCTGG 
 Rev GTCCTCCTCTCCACTGATAACA 
 






Versuchsspezifische Materialien und Substanzen 
Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
Ammoniumperoxodisulfat (APS) 9592.2 Carl Roth 
Bromphenolblau 15375 Serva 
Coomassie-Brilliant-Blue G 250 3862.2 Carl Roth 
cOmplete Mini Protease-Inhibitor-Cocktail 11836170001 Sigma-Aldrich 
Dithiothreitol (DTT) 6908.1 Carl Roth 
Essigsäure (100 %) 3738.5 Carl Roth 
Ethanol G Chromasolv® (absolut) 34963 Sigma-Aldrich 
Glycerin 3783.1 Carl Roth 
Glycin 3908.3 Carl Roth 
Hamiltonspritze X035 Carl Roth 
Isopropanol 6752.3 Carl Roth 
Methanol (absolut) 4627.5 Carl Roth 
Milchpulver T145.3 Carl Roth 
Natriumazid (NaN3) K305 Carl Roth 
Natriumchlorid (NaCl) 3957.2 Carl Roth 
Natrium-Deoxycholat 3484.1 Carl Roth 
Nonidet-P40 74385 Sigma-Aldrich 
Phosphatase-Inhibitor Cocktail II  P5726 Sigma-Aldrich 
Phosphatase-Inhibitor Cocktail III P0044 Sigma-Aldrich 
Phosphorsäure (84,5 %) 6366.1 Carl Roth 
Proteinmarker IV 27-2110 PeqLab 
PVDF-Membran (Immobilon®-FL Transfer Membran) IPFL00010 Merck Millipore 
Rinderserumalbumin (BSA) 8076.2 Carl Roth 
Rotilabo® Blottingpapiere (Dicke: 0,35 mm) CL67.1 Carl Roth 
Rotiphorese® Gel 30 (37,5:5) (Acrylamid-Lösung) 3029.2 Carl Roth 
Sodiumdodecylsulfat (SDS) 5136.2 Carl Roth 
Tetramethylethylendiamin (TEMED) 263.3 Carl Roth 
Tris 5429.3 Carl Roth 
Tween 20 9127.1 Carl Roth 
UV-Küvetten 0030106300 Eppendorf 
VivaSpin® 500, 5.000 MWCO 512-4001 VWR 
ε-Aminocapronsäure A2504 Sigma-Aldrich 
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Lösungen und Puffer zur Herstellung von Proteinlysaten und zur Protein-
Konzentrationsbestimmung 
SDS-Lösung 10 %  Tris-HCl-Lösung 1 M, pH 8,3 
SDS 10 g  Tris 121,14 g 
dH2O ad 100 ml  dH2O ad 1000 ml 
   mit HCl auf pH 8,3 einstellen 
 
NaCl-Lösung 4 M  Protease-Inhibitor-Stocklösung 10x 
NaCl 23,376 g  cOmplete Mini Protease-
Inhibitor-Cocktail 
1 Tbl 
dH2O ad 100 ml   
   dH2O 1 ml 
   Lagerung bei −20 °C für mind. 12 Wochen 
 
Nonidet-P40-Lösung 10 %  Natrium-Deoxycholat-Lösung 5 % 
Nonidet-P40 10 ml  Natrium-Deoxycholat 5 g 
dH2O ad 100 ml  dH2O ad 100 ml 
   Lagerung bei RT lichtgeschützt 
 
RIPA-Lysepuffer (1 ml)  Bradford-Lösung 
dH2O 607,5 µl  Coomassie Blau G 250 100 mg 
Tris-HCl-Lösung 1 M, pH 8,3  25 µl  Ethanol (absolut) 50 ml 
NaCl-Lösung 4 M 37,5 µl  Phosphorsäure (84,5 %) 100 ml 
SDS-Lösung 10 % 10 µl  dH2O ad 1000 ml 
Nonidet-P40-Lösung 10 % 100 µl    
Na-Deoxycholat-Lösung 5 % 100 µl  DTT (Dithiothreitol)-Lösung 1 M 
Protease-Inhibitor-Stock 10x 100 µl  DTT 15,425 g 
Phosphatase-Inhibitor Cocktail II 10 µl  dH2O ad 100 ml 
Phosphatase-Inhibitor Cocktail III 10 µl   100 µl Aliquots; Lagerung bei −20 °C 
 immer frisch herstellen   
 
4x Laemmli  4x Laemmli + DTT 100 mM 
SDS 5,0 g  4x Laemmli 1 ml 
Tris  2,4 g  DTT-Lösung 1 M 100 µl 
Glycerin 40 ml    
Bromphenolblau 4 mg   DTT erst kurz vor Gebrauch zugeben 
dH2O ad 100 ml    
 mit HCl auf pH 6,7 einstellen 
 1 ml Aliquots; Lagerung bei −20 °C 





Lösungen und Puffer für die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Tris-HCl-Lösung 1,8 M, pH 8,8  Tris-HCl-Lösung 0,6 M, pH 6,8 
Tris 218,052 g  Tris 72,684 g 
dH2O ad 1000 ml  dH2O ad 1000 ml 
 mit HCl auf pH 8,8 einstellen 
 autoklavieren 
  mit HCl auf pH 6,8 einstellen 
 autoklavieren 
 
Ammoniumperoxodisulfat (APS) 30 %  Elphor-Puffer 10x 
APS 15 g  Tris 30 g 
dH2O ad 50 ml  Glycin 144 g 
 1 ml Aliquots; Lagerung bei −20 °C 
 kurzfristige Lagerung bei 4 °C möglich 
 SDS 10 g 
 dH2O ad 1000 ml 
   mit HCl auf pH 8,3 einstellen 
 1x Elphor 1:10 mit dH2O verdünnen 
 
Trenngel 10 % (4 Minigele)   Sammelgel 5 % (4 Minigele)  
dH2O 7,4 ml  dH2O 7,2 ml 
Tris-HCl-Lösung 1,8 M, pH 8,8 3,6 ml  Tris-HCl-Lösung 0,6 M, pH 6,8 1 ml 
Rotiphorese (AA-Lsg) 5,7 ml  Rotiphorese (AA-Lsg) 1,66 ml 
SDS-Lösung 10 % 167 µl  SDS-Lösung 10 % 100 µl 
TEMED 20 µl  TEMED 20 µl 
APS 30 % 66,6 µl  APS 30% 33,2 µl 
 
Lösungen und Puffer für den Western Blot 
Tris-Lösung 500 mM   Blotting-Puffer 2x 
Tris 30 g  Tris-Lösung 500 mM 96 ml 
dH2O ad 100 ml  Glycin 2,93 g 
   dH2O ad 500 ml 
    pH-Wert bestimmen  
 
Anoden-Puffer  Kathoden-Puffer 
Blotting Puffer 2x 200 ml  Blotting Puffer 2x 200 ml 
Methanol 40 ml  SDS 10 % 800 µl 
dH2O 160 ml  dH2O 200 ml 
 Lagerung bei 4 °C    Lagerung bei 4 °C  
 
TBST-Puffer 10x  TBST-Puffer 1x 
Tris 12,1 g  TBST-Puffer 10x 100 ml 
NaCl 82,3 g  dH2O ad 500 ml 
Tween 20 5 ml    
dH2O ad 1000 ml    
 auf pH 8,0 einstellen    
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AK-Verdünnungslösung  Milchpulver-Lösung 5 % 
BSA 5 g  Milchpulver  5 g 
NaN3 0,05 g  TBST-Puffer 1x ad 100 ml 
TBST-Puffer 1x 100 ml    
 Lagerung bei 4 °C    frisch herstellen  
 
Verwendete Primärantikörper 
Antikörper Spezies Verdünnung Bezugsquelle 
Anti-Akt Kaninchen  1:1000  Cell Signaling Technology, 
#9727 
Anti-Phospho-Akt (Ser473) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling Technology, 
#9271 
Anti-p44/42 MAPK (Erk1/2) Kaninchen  1:1000 Cell Signaling Technology, 
#9102 
Anti-Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) 
(Thr202/Tyr204)  
Kaninchen  1:1000 Cell Signaling Technology, 
#9101 




Kaninchen 1:1000 Cell Signaling Technology, 
#9198 




Antikörper Spezies Verdünnung Bezugsquelle 
Anti-Mouse Cy 3 ECL Plex Ziege 1:2500 GE Healthcare, #PA43009 
Anti-Rabbit Cy 5 ECL Plex Ziege 1:2500 GE Healthcare, #PA45011 
 
 Ca2+-Messung 2.2.8
Versuchsspezifische Materialien und Substanzen 
Material/Substanz/Lösung Bestellnummer Bezugsquelle 
Calciumchlorid (CaCl2) C1016 Sigma-Aldrich 
Calciummessschälchen (CellView-
Zellkulturschale, PS, 35/10 MM, Glasboden) 
627860 Bio-One 
D(+)-Glucose (BioXtra) G7528 Sigma-Aldrich 
FURA-2-Acetoxymethylester (FURA-2-AM) 344906 Merck Millipore 
Glycin 3908.3 Carl Roth 
HEPES H3375 Sigma-Aldrich 
Immersionsöl Immersol 518F 444960-0000-000 Zeiss 
Kaliumchlorid (KCl) P5405 Sigma-Aldrich 
Natriumchlorid (NaCl) S5886 Sigma-Aldrich 
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) S5761 Sigma-Aldrich 
N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) M3262 Sigma-Aldrich 
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Lösungen und Puffer für die Durchführung der Ca2+-Messungen 
Locke-Lösung (2 l)  Glycin-Stocklösung 10 mM 
NaCl 18,00 g  Glycin 37,53 mg 
KCl 0,83 g  dH2O ad 50 ml 
NaHCO3 0,60 g   unter Rühren lösen 
 steril filtrieren 
 Lagerung bei 4 °C 
CaCl2 0,29 g  
D(+)-Glucose 2,02 g  
HEPES 2,38 g    
 unter Rühren lösen 
 pH-Wert auf 7,4 einstellen 
 steril filtrieren; Lagerung bei 4 °C 
   
  
 
NMDA 100 µM in Locke-Lösung   NMDA 300 µM in Locke-Lösung  
NMDA-Stocklösung 100 mM 50 µl  NMDA-Stocklösung 100 mM 150 µl 
Glycin-Stocklösung 10 mM 50 µl  Glycin-Stocklösung 10 mM 50 µl 
Locke-Lösung 50 ml  Locke-Lösung 50 ml 
 am Versuchstag frisch herstellen   am Versuchstag frisch herstellen 
 
NMDA 100 µM + MK-801-Lösung 2 µM 
in Locke-Lösung 
 NMDA 300 µM + MK-801-Lösung 2 µM 
in Locke-Lösung 
NMDA-Stocklösung 100 mM 50 µl  NMDA-Stocklösung 100 mM 150 µl 
Glycin-Stocklösung 10 mM 50 µl  Glycin-Stocklösung 10 mM 50 µl 
MK-801-Stocklösung 10 mM 10 µl  MK-801-Stocklösung 10 mM 10 µl 
Locke-Lösung 50 ml  Locke-Lösung 50 ml 







Alle im Rahmen der Versuche verwendeten Tiere wurden entsprechend den 
tierschutzrechtlichen Bestimmungen in Gruppen von maximal drei Tieren pro Käfig (Typ II, 
Makrolon) in der S1-Tierhaltung der Abteilung Pharmakologie, Toxikologie und Klinische 
Pharmazie des Pharmazeutischen Institutes Tübingen gehalten. Die Nachzucht der für die 
Versuche benötigten Tiere wurde in speziellen Zuchtkäfigen (Typ III, Makrolon) durchgeführt. 
Die Haltung der Mäuse erfolgte in einem offenen spezifiziert Pathogen-freien (SPF) 
Haltungssystem bei einer Raumtemperatur (RT) von 22 ± 2 °C und einer relativen 
Luftfeuchtigkeit von 55 ± 5 %. Die Tiere besitzen freien Zugang zu Standard-Nagetierfutter 
und Wasser bei einem konstanten 12/12 h Hell-/Dunkel-Rhythmus mit einer Lichtphase von 
6 Uhr bis 18 Uhr. Grobes Holzeinstreu und Nistmaterial sowie kleine Kunststoffhäuser 
standen als Beschäftigungsgegenstände (enrichments) zur Verfügung. Die durchgeführten 
Tierversuche waren von der zuständigen Tierschutzbehörde (Regierungspräsidium 
Tübingen) unter Beachtung der deutschen Tierschutzgesetze genehmigt. 
 Tiermodell - Slack-Knockout-Mauslinie 3.1.2
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden globale Slack-Knockout Mäuse (Slack-KO, 
Slack−/−) mit C57BL/6N-Hintergrund verwendet, die homozygot eine Deletion des 
Porenexons (Exon 11) im Kcnt1-Gen aufweisen. Als Kontrolltiere fungierten Wildtyp 
Wurfgeschwister (WT, Slack+/+). Die Generierung der Slack-KO Mäuse erfolgte anhand einer 
sequentiellen Targetingstrategie mittels homologer Rekombination in Verbindung mit einem 
Cre/loxP-basierten Rekombinationssystem in murinen embryonalen Stammzellen (ES-
Zellen) durch Dr. A. Bausch (Pharmazeutisches Institut). Die Mauslinie wurde erstmalig 2015 
beschrieben (Lu et al. 2015). 
Die Verpaarung für den Erhalt der Versuchstiere erfolgte durch Kreuzung heterozygoter 
SlackL1/+ Tiere. 
 Verpaarung der Versuchstiere 3.1.3
Mäuse für in vivo Experimente 
Die Nachzucht der Mäuse für die in vivo Experimente erfolgte durch Dauerverpaarung 
heterozygoter Männchen mit 1 bis 2 ebenfalls heterozygoten Weibchen. Zur Identifizierung 
waren die Elterntiere mit einem Ohrclip versehen. Nach Bestimmung des Genotyps (siehe 
3.2) wurden die Nachkommen im Alter von 21 Tagen von der Mutter abgesetzt und nach 
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Geschlecht separiert gehalten. Um eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu erzielen 
wurden für die in vivo Experimente ausschließlich männliche Wurfgeschwister verwendet. 
Mäuse für Organentnahmen zur Generierung der CGC-Kulturen 
Die Tiere für die in vitro Experimente stammen aus einer Homozygotenzucht. Dafür wurden 
jeweils homozygote WT bzw. Slack-KO Mäuse ab einem Mindestalter von 6 (Weibchen) 
bzw. 8 Wochen (Männchen) in speziellen Zuchtkäfigen verpaart. Zur Identifizierung der 
Elterntiere wurden die Mäuse in einem Alter von ca. 3 Wochen mit einem Ohrclip versehen 
und nachfolgend mittels einer Schwanzbiopsie die Genotypisierung (siehe 3.2) durchgeführt. 
Die Organentnahme erfolgte 7 Tage nach der Geburt (postnatal, P 7) der Nachkommen. 
 Genotypisierung 3.2
 DNA-Isolierung 3.2.1
Die Isolierung der Maus-DNA aus den Schwanzspitzen erfolgt mit Hilfe des KAPA Mouse 
Genotyping Kits (siehe 2.2.1), welches eine schnelle und einfache Extraktion sowie 
Amplifikation der DNA ermöglicht. Das KAPA-Kit enthält neben dem Extraktionsenzym 
(KAPA Express Extract Enzyme (1 U/μl)), den Extraktionspuffer (KAPA Express Extract 
Buffer (10x)), sowie einen PCR-Mix, bestehend aus der DNA-Polymerase, dem Reaktions- 
und Ladepuffer, den Desoxynukleotidtriphosphaten (dNTPs) und Magnesiumchlorid 
(KAPA2G Fast Genotyping Mix (KAPA2G)). 
Vor Beginn der eigentlichen DNA-Isolierung wird für die Anzahl an 
Genotypisierungsansätzen (Biopsien) ein Mastermix, bestehend aus Extraktionsenzym- und 
puffer, sowie dH2O, hergestellt. Dafür werden pro Extraktionsansatz 2 μl Extraktionsenzym, 
10 μl Extraktionspuffer und 88 μl dH2O benötigt. Zunächst erfolgt die Inkubation der 
Schwanzspitzenbiopsien in einem Eppendorfreaktionsgefäß (1,5 ml) mit 100 μl Mastermix 
bei 75 °C und 500 rpm für 10 min in einem Thermoschüttler. Dabei kommt es durch die 
Aktivität der Protease zur Lyse der Zellen und zur Degradierung von Proteinen und 
Nukleasen, wodurch die DNA freigesetzt wird. Nach Erhitzen der Proben für 5 min bei 95 °C 
und 500 rpm um die Enzymaktivität zu inaktivieren werden diese zentrifugiert. Anschließend 
wird der Überstand, welcher die DNA enthält, abgenommen und in ein frisches 
Eppendorfreaktionsgefäß (1,5 ml) überführt. Die Proben können nun bis zur weiteren 
Verwendung für eine kurze Zeit bei 4 °C gelagert werden.  
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 DNA-Amplifikation mittels Polymerasekettenreaktion 3.2.2
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ermöglicht die spezifische enzymatische 
Vervielfältigung bestimmter DNA-Sequenzen (Mullis und Faloona 1987). Die Durchführung 
der PCR erfolgt in einem Thermocycler und ähnelt im Ablauf der natürlichen Replikation der 
DNA. Während eines jeden PCR-Zyklus werden, bedingt durch ein spezifisches 
Temperaturprotokoll, folgende 3 Phasen durchlaufen: Denaturierung, Primerhybridisierung 
und Elongation. Während der Denaturierungsphase kommt es durch Erhitzen der Probe auf 
95 °C zur Spaltung der Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den DNA-Strängen und 
somit zur Auftrennung der doppelsträngigen DNA. Nachfolgend wird die Probe auf 59,7 °C 
abgekühlt. Dies ermöglicht die Anlagerung der beiden Primer (siehe 2.2.1) an die zu 
amplifizierende Nukleotidsequenz des einzelsträngigen DNA-Abschnittes. Dabei hybridisiert 
der sogenannte Vorwärtsprimer (forward primer, F) an das 3’-Ende des kodierenden DNA-
Strangs, während der Rückwärtsprimer (reverse primer, R) an das 3’-Ende des 
Komplementärstranges bindet. Durch entsprechende Auswahl der Oligonukleotidsequenz 
der Primern können genetische Veränderungen der Maus-DNA identifiziert werden. Dies 
ermöglicht die Unterscheidung zwischen WT und Slack-KO Tieren. Während der 
nachfolgenden Elongationsphase bei 72 °C synthetisiert die DNA-Polymerase (KAPA2G 
Fast Hot Start DNA Polymerase) unter Verwendung der verfügbaren dNTPs einen 
komplementären Strang zur primerflankierten Sequenz in 5’ - 3’-Richtung. Insgesamt werden 
30 solcher Zyklen durchlaufen. Da die neu synthetisierten DNA-Stränge ebenfalls als Matrize 
dienen, erfolgt dabei eine exponentielle Vervielfältigung des gewünschten DNA-Fragments. 
Die Durchführung der PCR erfolgt in 500 μl Eppendorf PCR-Gefäßen (siehe 2.2.1). Alle 
Genotypisierungs-PCRs wurden nach demselben Schema pipettiert (siehe Tabelle 3.1, 
Genotypisierungsansatz). Dabei werden zunächst 24 μl Mastermix vorgelegt und dann 1 μl 
DNA hinzu pipettiert. Das Temperaturprotokoll für den Thermocycler ist in der nachfolgenden 
Tabelle 3.2 dargestellt. Da es sich bei der im KAPA-Kit enthaltenen DNA-Polymerase um 
eine Hot Start DNA-Polymerase handelt, muss diese vor Beginn der eigentlichen PCR bei 
einer Temperatur von 92 °C aktiviert werden. 
Tabelle 3.1: Pipettierschemata zur DNA-Amplifikation mittels Polymerasekettenreaktion 
10x Slack Primer (4 µM pro Primer)  Genotypisierungsansatz (25 µl pro Probe) 
GenoT-1Afor (200 pmol/µl) 20 µl  DNA 1 µl 
GenoT-1Arev (200 pmol/µl) 20 µl  2x KAPA2G Genotyping Mix 12,5 µl 
GenoT-1Arev (200 pmol/µl) 20 µl  10x Slack Primer (4 µM pro Primer) 1 µl 
dH2O 940 µl  dH2O 10,5 µl 




Tabelle 3.2: PCR-Programm für die Genotypisierung 
PCR-Programm    
T1 95 °C 3 min   
T2 95 °C 15 sec   
T3 59,7 °C 15 sec 30 Zyklen  
T4 72 °C 15 sec   
T5 72 °C 5 min   
     
 
 Detektion der DNA-Fragmente mittels Gelelektrophorese 3.2.3
Nachfolgend werden die amplifizierten DNA-Fragmente mittels Agarose-Gelelektrophorese 
gemäß ihrer Größe in einem elektrischen Feld aufgetrennt. Bestimmt durch die negative 
Ladung der Nukleotideinzelbausteine wandern diese im elektrischen Feld zur Anode. 
Aufgrund des elektrischen Widerstands ist die Geschwindigkeit mit der die DNA-Moleküle 
das Agarosegel durchwandern umgekehrt proportional zu ihrer Größe. Als 
Elektrophoresepuffer für die Gelelektrophorese dient 1x TBE-Puffer (siehe 2.2.1). Dieser 
weist einen pH-Wert von 8,0 auf, wodurch der polyanionische Zustand der DNA garantiert 
wird. Damit die aufgetrennten Fragmente entsprechend ihrer Größe charakterisiert werden 
können wird ein Längenstandard (2-Log DNA-Ladder, siehe 2.2.1), der DNA-Fragmente 
definierter Größe enthält, aufgetragen. Für die Auftrennung der DNA-Fragmente wird ein 
2 %-iges Agarosegel (siehe 2.2.1) verwendet. Zur Herstellung des Gels wird die 
entsprechende Menge an Agarose in 1x TBE-Puffer durch Erhitzen in der Mikrowelle gelöst. 
Anschließend wird diese Agarose-Lösung so lange auf einem Magnetrührer gerührt bis sie 
auf RT abgekühlt ist. Kurz vor dem Gießen des Gels werden 0,1 µg/ml des 
Fluoreszenzfarbstoffs Ethidiumbromid zur Agarose-Lösung zugegeben. Dieser interkaliert in 
die DNA und ermöglicht die spätere Visualisierung der Fragmente. Nach dem Gießen des 
Gels in die dafür vorgesehene Gelgießekammer (siehe 2.1.1) werden spezielle Kämme 
eingesetzt. Dadurch entstehen beim Aushärten des Gels die Probentaschen. Nach der 
vollständigen Polymerisation des Gels werden die Proben sowie der Längenstandard in die 
dafür vorgesehenen Gel-Taschen aufgetragen. Nachfolgend erfolgt die Auftrennung im 
elektrischen Feld. Dazu wird für etwa 15 min eine Spannung von 80 V angelegt bis die 
Proben aus den Geltaschen herausgelaufen sind. Anschließend wird die Spannung auf 
120 V erhöht. Die Gesamtdauer der Elektrophorese beträgt ca. 1 bis 2 Stunden. Im 
Anschluss an die gelelektrophoretische Auftrennung können die DNA-Banden aufgrund des 
interkalierten Ethidiumbromids mit Hilfe eines UV-Geldetektionsgeräts (siehe 2.1.1) sichtbar 
gemacht werden. Je nach Laufdistanz der Banden und somit der Größer der PCR-
Fragmente können diese dem jeweiligen Genotyp zugeordnet werden (siehe Abbildung 3.1). 
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Abbildung 3.1: Exemplarisches Ergebnis einer Genotypisierungs-PCR der Slack-Mauslinie 
A Größe (in bp) der erwarteten DNA-Amplifikate B Repräsentative Darstellung der PCR-Ergebnisse 
von heterozygoten Slack
−/+





Kontrollmäusen; WT: Wildtyp, 277 bp; L1: Knockout, 210 bp. 
 
 Immunfärbung der Gehirnschnitte und CGC-Kulturen zum Nachweis 3.3
des Slack-Kanals 
 Fixierung der Gewebe und Anfertigung von Kryoschnitten  3.3.1
Um einen möglichst optimalen Gewebeerhalt und eine nachfolgend gute Immunfärbung zu 
erzielen wird eine kardiale Perfusionsfixierung des murinen Gehirngewebes mit einer  
1 %-igen Paraformaldehyd (PFA)-Lösung (siehe 2.2.2) durchgeführt. Dabei wird diese mit 
Hilfe eines speziellen Perfusorsystems über eine Kanüle mit 0,6 mm Durchmesser direkt 
über den linken Herzventrikel der Maus zugeführt. Über den Blutweg werden insgesamt 
50 ml der PFA-Lösung durch den Körper der Maus transportiert, wobei es u. a. zur Fixierung 
des Gehirns kommt. Anschließend erfolgt die Präparation des Gehirns, welches nachfolgend 
sofort in Isopentan eingefroren wird. Dazu wird dieser in flüssigem Stickstoff auf −40 °C bis 
−60 °C abgekühlt. Bis zur Herstellung der Gewebeschnitte werden die Gehirne bei −80 °C 
gelagert. 
Zur Anfertigung der Kryoschnitte wird das gefrorene Gehirngewebe mit einer kleinen Menge 
NEG-50 auf dem Objekttisch fixiert. Die Schneidetemperatur des Kryotoms (siehe 2.1.1) wird 
dabei auf −20 °C Gewebetemperatur und −23 °C Messertemperatur eingestellt. 
Anschließend werden 10 µm dünne Gehirnschnitte angefertigt und mit einem Objektträger 
aufgenommen. Dabei werden pro Objektträger je zwei WT und Slack-KO Gehirnschnitte 
gleicher Hirnregionen aufgezogen. Dies ermöglicht die gleichzeitige Immunfärbung (siehe 0 





 Immunhistochemie zum Nachweis von Slack in Gehirnschnitten 3.3.2
Die Immunhistochemie (IHC) ermöglicht die Visualisierung bestimmter Strukturen und 
Proteine in Gewebeschnitten. Durch eine spezifische Antigen-Antikörper-Reaktion bindet der 
verwendete Primärantikörper mit hoher Affinität an ein bestimmtes Epitop des zu 
detektierenden Proteins. Nachfolgend wird der Primärantikörper durch einen 
Sekundärantikörper markiert. Dieser erkennt spezifische konservierte IgG-Strukturen des 
jeweiligen Organismus in dem der Primärantikörper generiert wurde. Im Anschluss an die 
Antikörper Interaktion erfolgt die Visualisierung mit Hilfe eines Detektionssystems, wie z. B. 
dem Vectastain-ABC-Kit (siehe 2.2.2). 
Vor der Färbung müssen die Gewebeschnitte (siehe 3.3.1) zunächst aufgetaut (10 min) und 
mit einem Fettstift (siehe 2.2.2) umrandet werden. Dadurch wird gewährleistet, dass die 
später aufzutragenden Färbe- und Waschlösungen (je 800 µl) auf dem Objektträger 
verbleiben. Anschließend werden die Schnitte 2 x 5 min mit PBS gewaschen (überschichtet), 
bevor sie für 5 min mit 0,1 Triton X-100-Lösung in PBS (siehe 2.2.2) permeabilisiert werden. 
Nun erfolgt die Absättigung der unspezifischen Bindungsstellen. Dazu werden die 
Gewebeschnitte für 1 h mit einer Blockierungslösung, bestehend aus 3 % Rinderalbumin 
(bovine serum albumin, BSA) und 10 % Normalziegenserum (NGS) in PBS (siehe 2.2.2), 
überschichtet. Danach erfolgt die Inkubation mit verdünntem Primärantikörper in 3 %-iger 
BSA-Lösung (siehe Tabelle 3.3) bei 4 °C über Nacht. Zudem wird für jede Färbung eine 
Negativ-Kontrolle mitgeführt. Dazu wird ein Objektträger mit 3%-iger BSA-Lösung ohne den 
spezifischen Primärantikörper inkubiert, wodurch mögliche Hintergrundfärbungen dargestellt 
werden können. Am darauffolgenden Tag werden die Objektträger mit den Gewebeschnitten 
3 x 5 min mit PBS gewaschen. Anschließend werden sie für 1 h bei RT mit einem 
biotinylierten Sekundärantikörper (siehe Tabelle 3.3) inkubiert. Nach 3-maligem Waschen mit 
PBS (3 x 5 min) wird die ABC-Arbeitslösung (siehe 2.2.2), die das Avidin-Biotin-
Enzymkonjugat enthält aufgetragen und für 30 min inkubiert. Dabei ist zu beachten, dass die 
Lösung bereits 30 min zuvor hergestellt werden sollte und bis zur Verwendung im Dunkeln 
gelagert werden muss. Während der Inkubation der Gewebeschnitte bindet das Avidin-
Biotin-Enzymkonjugat aufgrund der hohen Affinität von Avidin zu Biotin an den biotinylierten 
Sekundärantikörper. Nach erneutem Waschen (3 x 5 min) erfolgte die Zugabe des 
Alkalische-Phosphatase (AP)-Substrates (siehe 2.2.2). Dieses enthält BCIP (5-Brom-4-
Chlor-3-Indolylphosphat) und NBT (Nitroblau-Tetrazoliumchlorid) und wird von der AP zu 
einem blauen Indigo-Farbstoff umgesetzt. Die Farbreaktion wird nach 10 - 20 min (je nach 
Farbentwicklung) durch Leitungswasser (5 min im Färbetrog) gestoppt. Zudem wird dem  
AP-Substrat Levamisol als Inhibitor endogener Phosphatasen zugesetzt um eine Reduktion 
der Hintergrundfärbung zu erreichen. Anschließend werden die Schnitte luftblasenfrei mit 
150 μl Aquatex-Eindeckmittel (siehe 2.2.2) eingedeckelt. Nach dem Aushärten werden 
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repräsentative Aufnahmen aller Konditionen mit Hilfe eines Histologiescanners (Panoramic 
Desc, 3D Histech, siehe 2.1.1) angefertigt. 
Tabelle 3.3: Verwendete Antikörper für die IHC-Färbung der Gehirnschnitte 
Primärantikörper Verdünnung Sekundärantikörper Verdünnung 
Anti-Slo2.2 (Neuromab) 1:200 Biotin-SP AffiniPure Donkey-Anti-
Chicken IgY (IgG) (H+L) 
1:800 
 
 Immunfluoreszensfärbung zum Nachweis von Slack in Gehirnschnitten 3.3.3
Die Immunfluoreszenz (IF) ist eine spezielle Methode der Immunhistochemie. Zur 
Visualisierung der spezifischen Gewebe- bzw. Zellstrukturen werden dabei meist 
fluoreszenzmarkierte Sekundärantikörper verwendet. Die Durchführung der 
Immunfluoreszensfärbung verläuft weitestgehend analog zur IHC-Färbung (siehe 3.3.2). Da 
jedoch der Sekundärantikörper direkt an ein Fluorophor gekoppelt ist, entfällt die 
enzymatische Kopplung und Substratumsetzung nach Inkubation mit dem 
Sekundärantikörper. Durch Anregung dieser Fluorophore bei entsprechender Wellenlänge im 
Rahmen der mikroskopischen Betrachtung können durch Primärantikörper markierte 
Strukturen optisch dargestellt werden. Aufgrund der Lichtempfindlichkeit der Fluorophore 
sollte die Inkubation des Gewebes mit verdünnter Fluorophor-gekoppelter 
Sekundärantikörper-Lösung (siehe Tabelle 3.4) unter Lichtausschluss erfolgen. Auch die 
nachfolgenden Waschschritte sowie das Eindeckeln sollten unter möglichst wenig 
Lichtexposition geschehen. Eingedeckelt werden die Gewebeschnitte mit einer Mischung 
aus Permafluor und Hoechst (ca. 80 - 100 µl pro Deckglas, siehe 2.2.2). Hoechst interkaliert 
in die DNA und dient somit als Kernfärbung. Nach kurzem Aushärten bei RT können 
repräsentative Aufnahmen an einem Fluoreszenzmikroskop (Axioimager Z1, Zeiss, siehe 
2.1.1) mit einem 20x oder 63x Objektiv gemacht werden. 
Tabelle 3.4: Verwendete Antikörper für die IF-Färbung der Gehirnschnitte 
Primärantikörper Verdünnung Sekundärantikörper Verdünnung 





 Immunfluoreszensfärbung zur Visualisierung der Neuronenpopulation 3.3.4
der CGC-Kulturen 
Für die Immunfärbung werden die cerebellären Granularzellen auf Deckgläsern in  
12-Wellplatten kultiviert (siehe Abschnitt 3.5 und Tabelle 3.9). Die Deckgläser müssen vor 
der Beschichtung mit Poly-L-Lysin (PLL) (siehe 3.5.1) zunächst noch vorbehandelt werden. 
Dazu werden sie in einem Becherglas über Nacht auf dem Schüttler in konzentrierter 
Salpetersäure (65 %) gewaschen. Dabei wird ihre Oberfläche angeätzt, wodurch das PLL 
später besser anhaften kann. Am darauffolgenden Tag werden die Deckgläser 4-mal mit je 
100 ml frischem Milli-Q-Wasser für je 2 h gewaschen. Anschließend werden sie mit 
konzentriertem Ethanol überschichtet und für 10 min auf dem Schüttler inkubiert. Nach dem 
Abgießen des Ethanols erfolgt die vollständige Trocknung der Deckgläser im 
Heißluftschrank. Die Präparation der Cerebelli, Isolation swowie Kultivierung der 
Granularzellen entsprechend der in Abschnitt 3.5.2 beschriebenen Durchführung. 
Die Immunfärbung der CGC-Kulturen erfolgt an DIV 7. Dazu wird das Erhaltungsmedium 
eines Wells vorsichtig abgenommen und durch 0,5 ml einer 37 °C warmen 
2 % Paraformaldehyd-/4 % Saccharose-Lösung (siehe 2.2.2) ersetzt. Diese dient der 
Fixierung der Zellen (10 min, RT). Nachfolgend erfolgt die Permeabilisierung der Zellen, 
dazu werden die Deckgläser für 10 min mit 0,5 ml einer 0,1%-ige Triton X-100-Lösung 
überschichtet. Im Anschluss daran wird mit 0,5 ml PBS gewaschen, bevor die unspezifischen 
Bindungsstellen durch die Zugabe von 0,5 ml Blockierungslösung (5% Normaleselserum 
(NDS) und 5 % Normalziegenserum (NGS) in PBS) für 1 h abgesättigt werden. Anschließend 
erfolgt die Inkubation mit verdünntem Primärantikörper in 5 % NDS und 5 % NGS in PBS 
(250 µl pro Deckglas). Dafür werden die Wellplatten mit den Deckgläsern bei 4 °C über 
Nacht in einer feuchten Kammer inkubiert. Am darauffolgenden Tag werden die Deckgläser 
zunächst 3 x mit je 0,5 ml PBS gewaschen und anschließend für 1 h bei RT mit verdünntem 
fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörper in 5 % NDS und 5 % NGS in PBS (250 µl pro 
Deckglas) inkubiert. Hierbei ist auf eine möglichst geringe Lichtexposition zu achten. Nach 
erneutem Waschen (3 x 5 min) werden die Deckgläser vorsichtig mit Hilfe einer gebogenen 
Pinzette (siehe 2.2.2) entnommen und durch Tippen auf einem Kimtech®-Tuch abgetupft. 
Anschließend werden sie mit der Zellseite nach unten auf einem Tropfen (15 µl) einer 
Mischung aus Permafluor und Hoechst (siehe 2.2.2) auf einen Objektträger platziert, 
wodurch die Färbung fixiert wird. Aufgrund seiner interkalierenden Fähigkeiten ermöglicht 
Hoechst die Anfärbung der Zellkerne. Überschüssiges Eindeckmedium wird vorsichtig mit 
einem Kimtech®-Tuch entfernt. Nach dem Aushärten des Eindeckmediums werden die 
Ränder der Deckgläser mit Nagellack versiegelt und es können repräsentative Aufnahmen 
der gefärbten CGC-Kulturen mit einem Fluoreszenzmikroskop (Axioimager Z1, Zeiss, siehe 
2.1.1) und einem 20x oder 63x Objektiv gemacht werden. 
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Tabelle 3.5: Verwendete Antikörper für die IF-Färbung zur Charakterisierung der CGC-Kulturen 
Primärantikörper Verdünnung Sekundärantikörper Verdünnung 
Anti-beta-III Tubulin mAb, Clone 
TuJ-1, IgG2A 
1:200 Alexa 555-Goat-Anti-Mouse IgG1  1:800 
Anti-Glial Fibrillary Protein 
(GFAP) 




 Immunhistochemische Färbung zum Nachweis von Slack in CGC-3.3.5
Kulturen 
Der immunhistochemische Nachweis von Slack in den cerebellären Granularzellen erfolgt 
weitestgehend analog zu der in Abschnitt 0 beschriebenen IF-Färbung der Neurone. So sind 
alle Schritte die die Vorbereitung, Kultivierung und Fixierung der Neurone betreffen sowie der 
erste Tag der Färbung identisch. Am zweiten Tag unterscheiden sich jedoch die 
Färbeprotokolle der IHC- bzw. IF-Färbung. So muss bei der IHC-Färbung nach der 
Sekundärantikörper-Inkubation eine nachträgliche enzymatische Kopplung und 
Substratumsetzung mit Hilfe des Vectastain-ABC-Kits (siehe 2.2.2) erfolgen. Die 
Durchführung entspricht der AP-Immunmarkierung von Gewebeschnitten (siehe 3.3.2). 
Lediglich die verwendeten Volumina der Färbe-/Waschlösungen differieren. So werden für 
die Waschschritte der Deckgläser je 0,5 ml PBS verwendet und die Inkubation mit 
Sekundärantikörper-Lösung bzw. ABC-Arbeitslösung und AP-Substrat erfolgt mit jeweils 
250 µl bzw. 500 µl pro Deckglas. Diese Versuche wurden von Katharina Wild im Rahmen 
ihrer Masterarbeit im AK Lukowski durchgeführt (Wild 2016). 
Tabelle 3.6: Verwendete Antikörper für den IHC-Nachweis von Slack in CGC-Kulturen 
Primärantikörper Verdünnung Sekundärantikörper Verdünnung 
Anti-Slack-B (L.K. Kaczmarek) 1:3000 Biotinylierter-Goat-anti-Chicken IgG 1:1000 
 
 Immunfluoreszensfärbung zur Visualisierung der zeitabhängigen 3.3.6
neuronalen Schädigung während der NMDA-Exzitotoxizität  
Die Immunfluoreszenzfärbung mit βIII-Tubulin Primärantikörper dient der Visualisierung der 
neuronalen Schädigung im Verlauf der NMDA-induzierten Exzitotoxizität. Die Durchführung 
erfolgt analog zu der in Abschnitt 0 beschriebenen IF-Färbung zur Charakterisierung der 
Neuronenpopulation innerhalb der CGC-Kultur. Einziger Unterschied zwischen den 
Experimenten ist, dass die Zellen (DIV 7) im Rahmen der exzitotoxischen Visualisierung 
zunächst für einen Zeitraum von 1 h - 24 h mit 300 µM NMDA (siehe 2.2.5) inkubiert werden, 
bevor die IF-Färbung durchgeführt wird. Dabei erfolgt die Entnahme der Deckgläser sowie 
die nachfolgende IF-Färbung der Neurone nach 1 h, 6 h und 24 h NMDA-Inkubation. Zur 
Kontrolle werden auch Deckgläser mit nicht stimulierten Neuronen gefärbt. Im Anschluss 
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können mit einem Fluoreszenzmikroskop (Axioimager Z1, Zeiss, siehe 2.1.1) und einem 20x 
oder 63x Objektiv repräsentative Aufnahmen der gefärbten CGC-Kulturen gemacht werden. 
Dies ermöglicht die visuelle Darstellung des Verlaufs der NMDA-induzierten 
Neuronenschädigung. 
Tabelle 3.7: Verwendete Antikörper für die IF-basierte Verlaufsdarstellung der Exzitotoxizität 
Primärantikörper Verdünnung Sekundärantikörper Verdünnung 
Anti-beta-III Tubulin mAb, Clone 
TuJ-1, IgG2A 
1:200 Cy3-Goat-Anti-Mouse IgG1  1:800 
 
 Stereotaktische Injektion von NMDA ins Striatum 3.4
Für die stereotaktische NMDA-Injektion wurden ausschließlich männliche WT und Slack-KO 
Wurfgeschwisterpaare im Alter von 10 - 21 Wochen als Versuchstiere verwendet. Die 
Gewichtsbestimmung der Mäuse erfolgt sowohl vor der stereotaktischen Operation als auch 
am Tag nach der OP. 
 Durchführung der striatalen Mikroinjektion 3.4.1
Einleitung und Aufrechterhaltung der Narkose 
Die Narkose der Tiere erfolgt durch die inhalative Applikation eines Isofluran-Sauerstoff-
Gemischs (siehe 2.2.3). Dies ermöglicht eine sehr gute Steuerung der Narkosetiefe und -
dauer. Dabei wird ein Narkosekreissystem (siehe 2.1.1), bestehend aus einem integrierten 
Ventilator und vorgeschalteten Isofluran-Verdampfer verwendet. Über eine spezielle 
Inhalationsmaske kann die Maus das verdampfte Narkotikum einatmen. Zur 
Narkoseeinleitung wird dem Sauerstoff 5 - 6 % Isofluran beigemischt. Zur Aufrechterhaltung 
der Narkose während der Operation wird ein Isofluran-Anteil von 1 - 2 % angestrebt. Um 
eine Unterkühlung der Maus während der Operation zu vermeiden findet diese auf einer 
beheizten Matte (siehe 2.1.1) statt. Vor und während der Operation erfolgt eine wiederholte 
Überprüfung der Narkosetiefe der Tiere. Lid- und Zwischenzehenreflexe müssen zu allen 
Zeitpunkten ausgeschaltet sein. 
Durchführung der stereotaktischen Injektion und postoperative Versorgung 
Vor Beginn der eigentlichen Operation wird eine Augensalbe (siehe 2.2.3) aufgetragen und 
mit Hilfe eines Skalpells (siehe 2.2.3) das Fell am Schädel entfernt. Anschließend wird die 
Maus in Brustlage in einem stereotaktischen Fixationsrahmen (siehe 2.1.1) positioniert. Dazu 
wird sie mit den oberen Vorderzähnen (Dentes incisivi) in eine Bissschiene eingehängt und 
mit Hilfe einer Nasenklammer vorsichtig fixiert. Die Nasenklammer ist über einen dünnen 
Schlauch an den Isofluran-Verdampfer angeschlossen und dient neben der Fixierung der 
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Maus auch der Isofluran-Zufuhr während der OP. Zur weiteren Fixierung werden zwei seitlich 
am Rahmen angebrachte Stifte waagrecht in den knöchernen Gehörgang der Maus (Meatus 
acusticus externus) eingeführt. Die beiden Stifte können in ihrer Höhe verstellt werden, 
wodurch eine waagerechte Ausrichtung des Kopfs ermöglicht wird. Dies ist notwendig um 
später ein senkrechtes Einführen der Hamilton-Mikroliterspritze (siehe 2.2.3) zu 
gewährleisten. Nach Desinfektion der Kopfhaut (Cutis) mit einem schleimhautverträglichen 
Desinfektionsspray (siehe 2.2.3) wird eine ca. 3 - 5 mm lange Inzision in Sagittalebene 
durchgeführt. Für eine bessere Sicht während der OP wird mit Hilfe eines gespannten 
Fadens die Inzisionsstelle gespreizt und das Periost entfernt. Dadurch sind die 
Kreuzungspunkte der Knochennähte Structura lambdoidea (Lambda) und Bregma gut zu 
erkennen. Unterstützend kann der freigelegte Knochen noch mit einer 3 %-igen 
Wasserstoffperoxid-Lösung (siehe 2.2.3) betupft werden, wodurch die beiden 
Orientierungspunkte noch besser sichtbar werden. Nun wird nochmals die waagrechte 
Ausrichtung des Schädels überprüft und gegebenenfalls nachjustiert. Die beidem 
Orientierungspunkte Lambda und Bregma müssen sich auf gleicher Höhe befinden. 
Anschließend wird mit Hilfe der stereotaktischen Apparatur die korrekte Position für die 
Einstichstelle ermittelt. Diese befindet sich ausgehend vom Bregma 0,5 mm rostral und 
1,7 mm lateral rechts. In entsprechender Position wird mit einem feinen Zahnbohrer (siehe 
2.1.1) ein kleines Loch mit einem Durchmesser von 1 - 2 mm in die Schädeldecke gebohrt. 
Mit einer 10 µl-Hamilton-Mikroliterspritze werden 20 nmol NMDA (siehe 2.2.3) bzw. für die 
Kontrollgruppe PBS in 3,5 mm Tiefe ins Striatum injiziert. Die Injektion von insgesamt 300 nl 
einer 66,7 mM NMDA-Lösung bzw. PBS erfolgt mit einer Injektionsrate von 50 nl/min. 
Nachfolgend wird die Spritze für weitere 5 min in dieser Position belassen um einen Reflux 
der injizierten Lösung zu verhindern. Während der gesamten Operation werden die 
Wundränder, sowie die Schädeldecke regelmäßig mit PBS befeuchtet. Nach Entfernen der 
Spritze wird die Operationswunde mit vier bis fünf Einzelknopfnähten verschlossen. Zudem 
wird die OP-Naht mit einer schmerzstillenden Lidocain-Salbe (Xylocain 5 %) versorgt. Bevor 
die Maus in einen frischen Käfig gelegt wird, werden ihr 10 µl/kg KG isotonische 
Kochsalzlösung 0,9 % (siehe 2.2.3) i. p. verabreicht, um den Flüssigkeitsmangel infolge der 
Narkose wieder auszugleichen. Um ein verkleben der Atmungsorgane mit Einstreu zu 
vermeiden, wird der Käfig zuvor mit frischem Zellstoff ausgelegt. Die Tiere werden bis zum 
vollständigen Erwachen aus der Narkose unter einer Wärmelampe (siehe 2.1.1) auf 
Körpertemperatur gehalten. 
In einer zweiten Versuchsreihe wird den Tieren ca. 20 min vor Beginn der eigentlichen 
stereotaktischen Mikroinjektion systemisch Loxapin verabreicht (0,175 µg/g KG, i. p., siehe 
2.2.3) (Lu et al. 2015). Die nachfolgende Injektion von NMDA bzw. PBS erfolgt analog der 




Abbildung 3.2: Versuchsdurchführung der stereotaktischen NMDA-Mikroinjektion 
Die Bilder zeigen den Aufbau sowie den Ablauf der stereotaktischen intrastriatalen Mikroinjektion von 
PBS bzw. NMDA-Lösung. 
 
 Histologische Quantifizierung des Läsionsareals 3.4.2
Entnahme der Mausgehirne 
Die Tiere werden 24 h nach der striatalen NMDA-Injektion durch CO2-Einleiten in den Käfig 
eingeschläfert. Direkt im Anschluss erfolgt die Gehirnentnahme. Dazu wird zunächst die 
Kopfhaut der Maus mit einer feinen Präparationsschere entlang der Operationsnaht 
aufgeschnitten. Diese kann dabei mit einer Pinzette leicht angehoben werden, was das 
Vorgehen erleichtert. Anschließend erfolgt die Eröffnung des Schädels. Dazu wird eine 
Springschere vorsichtig ins Foramen magnum eingeführt und der Schädel beidseitig kranial 
über das Os occipitale in Richtung Os frontale aufgeschnitten. Zudem wird ein medialer 
Schnitt in kranialer Richtung durchgeführt. Im Anschluss erfolgt die Durchtrennung des 
Nasenbeins (Os nasale). Nun können die beiden Hälften der Schädeldecke vorsichtig mit 
Hilfe einer gebogenen Pinzette abgenommen werden. Mit einem abgerundeten Spatel wird 
das Gehirn nach dorsal geklappt und die Hirnnerven werden durchtrennt. Anschließend wird 
das Gehirn nach der Durchtrennung des Rückenmarks vorsichtig herausgehoben. Zum 
Erhalt der Gewebestruktur wird nachfolgend eine Immersionsfixierung des Gehirns 
durchgeführt. Dazu wird dieses in 2 %-ige PFA-Lösung (siehe 2.2.3 ) überführt und für 24 h 
bei RT auf dem Schüttler inkubiert. Dabei kommt es zur chemischen Quervernetzung und 
somit zur Fixierung der Proteine. Bevor die Gehirne eingefroren werden können, werden sie 
für 24 h bei 4 °C in 30 %-iger Saccharose-Lösung (siehe 2.2.3) gehalten. Dies dient der 
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Dehydrierung der Zellen und somit der Protektion des Gewebes vor Einfrierschäden. Die 
Gehirne werden nun in der gewünschten Orientierung in NEG-50 Einbettmedium (siehe 
2.2.2) bei −80 °C eingefroren. 
Anfertigung der Kryoschnitte 
Mit einem Kryotom (siehe 2.1.1) werden in koronarer Schnittebene 20 µm dünne 
Gehirnschnitte angefertigt. Die Objekttemperatur wird auf −21 °C, die Messertemperatur auf 
−23 °C eingestellt. Die Gewebeschnitte werden auf speziell dafür vorgesehene Superfrost-
Objektträger (siehe 2.2.22.2.3) aufgezogen. Dabei werden pro Objektträger jeweils 3 
Schnitte aufgenommen. Da für die Quantifizierung des Läsionsvolumens nur jeder dritte 
Objektträger gefärbt und ausgewertet werden soll, werden die Schnitte gemäß der in 
Abbildung 3.3 dargestellten Reihenfolge auf die Objektträger aufzogen. Nach einer 30 min 
Trocknungszeit können die Schnitte für die histologische Färbung genutzt werden. Soll die 
Färbung erst zu einem späteren Zeitpunkt durchgeführt werden, müssen die Schnitte bei 
−20 °C, in entsprechenden Objektträgerboxen gelagert werden. 
 
Abbildung 3.3: Herstellung der Serienschnitte und Reihenfolge in der die Gehirnschnitte auf 
die Objektträger aufgezogen werden 
 
Nissl-Färbung 
Um das Ausmaß der NMDA-induzierten neuronalen Läsion bzw. die Gewebeschädigung 
durch die Operationsmethode selber (Kontrolle) visuell darstellen zu können, wird jeder dritte 
Objektträger einer Nissl-Färbung unterzogen. Diese spezielle histologische Färbetechnik 
dient der Darstellung des Nervengewebes. Aufgrund der basischen Struktur des 
verwendeten Oxazinfarbstoffs Kresylviolett werden negativ geladene Strukturen, also RNA 
und DNA, gefärbt. Da in den Nervenzellen die Zellorganellen nur in den Zellkörpern und nicht 
in den Axonen und Dendriten zu finden sind, handelt es sich um eine Zellkörperfärbung. 
Aufgrund des hohen RNA-Anteils treten die Nucleoli der Zellkörper blau hervor. Die für die 
Färbung charakteristischen Nissl-Schollen sowie die in den Zellkörpern enthaltene DNA 
werden blau-violett gefärbt. Als Nissl-Schollen bezeichnet man die für Neurone typische, 
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verdichtete Ansammlung an rauem endoplasmatischen Retikulum (rER), welches die RNA 
enthält und der äußeren Kernmembran angelagerte ist. Die Färbung der Gehirnschnitte 
erfolgt in speziellen Färbekästen (siehe 2.2.2) nach einem definierten Protokoll (Fitzpatrick 
und Hammond 2014). Der eigentlichen Färbung vorangestellt, erfolgt zunächst die Entfettung 
in Xylol (5 min) sowie die Rehydrierung der Gewebeschnitte. Hierfür werden diese in 
Ethanol-Wasser-Gemischen mit abnehmenden Konzentrationen an Alkohol (95 % und 70 % 
Ethanol) und schließlich in voll entsalzenem (VE)-Wasser für jeweils 3 min inkubiert. 
Anschließend erfolgt die Färbung in 0,1 %-iger Kresylviolett-Lösung (siehe 2.2.2). Die 
Inkubationszeit in der Färbelösung beträgt in Abhängigkeit der gewünschten Farbintensität 
12 - 15 min. Zur Differenzierung der Färbung, dem Entfernen von Farbrückständen sowie zur 
Dehydrierung des Präparates werden die Gewebeschnitte nachfolgend zunächst für 3 min in 
VE-Wasser und anschließend in einer aufsteigenden Alkoholreihe (3 min in 70 %, 1 min 
95 % und kurzes Eintauchen in absoluten Ethanol) inkubiert. Zur Fixierung der Färbung 
werden die Objektträger mit den Gewebeschnitten für 10 min in Xylol getaucht. Anschließend 
werden die Schnitte mit DPX Eindeckmedium (siehe 2.2.2) eingedeckelt und über Nacht 
getrocknet. 
 Zellkultur primärer cerebellärer Granularzellen 3.5
 Beschichtung der Zellkulturgefäße mit Poly-L-Lysin (PLL) 3.5.1
Um eine bessere Adhäsion der Zellen zu ermöglichen werden alle zur Kultivierung der 
primären Granularzellen verwendeten Zellkulturplatten und -schalen, sowie die 
Deckgläschen mit PLL (siehe 2.2.4) beschichtet. PLL ist eine synthetische Verbindung, 
welche durch seine positive Ladung die elektrostatische Interaktion mit der negativ-
geladenen Zellmembran erleichtert und so das Anwachsen der Zellen begünstigt. Dazu wird 
die PLL-Stocklösung (2,5 mg/ml) (siehe 2.2.4) unter der Sterilwerkbank mit sterilem dH2O im 
Verhältnis 1:25 verdünnt (Endkonzentration 0,1 mg/ml). Anschließend erfolgt die 
Beschichtung der Zellkulturplatten und -schalen in Abhängigkeit der Kultivierungsfläche mit 
0,4 - 1,0 ml PLL-Lösung (siehe Tabelle 3.8). Für die Durchführung von IHC- bzw. IF-
Färbungen (siehe 3.3.4, 3.3.5 und 3.3.6) werden in die 12-Wellplatte vor der Beschichtung 
einzelne Deckgläser (siehe 2.2.4) platziert. Um eine Kontamination sowie ein Austrocknen 
der Gefäße während der Beschichtung zu verhindern werden die Platten bzw. Schalen mit 
Parafilm (siehe 2.1.3) versiegelt. Anschließend werden sie lichtgeschützt mit Aluminiumfolie 
verpackt und über Nacht bei RT inkubiert. 
Am zweiten Tag der Beschichtung wird die PLL-Lösung vorsichtig mit einer Pasteurpipette 
abgesaugt und es wird zweimal mit sterilem dH2O gewaschen (siehe Tabelle 3.8). Dabei 
muss darauf geachtet werden, dass die Oberflächen der Zellkulturgefäße nicht austrocknen. 
Nach dem Waschvorgang wird mit Pen/Strep versetztes BME-Medium (siehe 2.2.4 und 
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Tabelle 3.8) in die Wells gegeben. Die Zellkulturplatten bzw. -schalen müssen für 
mindestens 2 h im Brutschrank vorinkubiert werden, bevor die Granularzellen ausgebracht 
werden können. 
Tabelle 3.8: Volumina für die Beschichtung/Kultivierung in Abhängigkeit des Zellkulturgefäßes 
Zellkulturgefäß Volumen PLL-Lösung/dH2O/BME + Pen/Strep [ml] 
24-Well Zellkulturplatte 0,4 
12-Well Zellkulturplatte 0,5 





 Isolation primärer cerebellärer Granularzellen aus Mausgehirn 3.5.2
Zur Gewinnung primärer cerebellärer Granularzellen werden WT und Slack-KO Mäuse im 
Alter P 7 verwendet (siehe 3.1.3). Die Tötung der Versuchstiere erfolgt durch Dekapitation. 
Das Protokoll zur Durchführung der Präparation sowie der Kultivierung der cerebellären 
Granularzellen ist an die Arbeit von Krämer et. al angelehnt (Krämer und Minichiello 2010). 
Zu Beginn der Präparation (verwendete Materialien siehe 2.2.4) wird die Kopfhaut mit einer 
kleinen Schere in longitudinaler Richtung, beginnend an der Schädelbasis hin zur Nase 
verlaufend, aufgeschnitten und so der Schädel freigelegt. Anschließend wird die 
Schädeldecke eröffnet, indem der Schädel mit einer feinen Springschere beidseitig vom 
Ansatz der Ohrmuschel in Richtung Warzenteil bis hin zur Nase geöffnet wird. Mit einer 
gebogenen Pinzette kann nun die Schädeldecke abgenommen werden. Anschließend wird 
das Gehirn unter Zuhilfenahme eines Spatels entnommen und für die weitere Präparation in 
eine mit 15 ml eiskaltem HBSS befüllte Petrischale überführt. Unter der Stereolupe (siehe 
2.1.1) wird nun das Cerebellum vorsichtig freipräpariert. Dabei wird dieses zunächst mit zwei 
feinen Pinzetten vom Großhirn sowie dem Mittelhirn separiert. Nachfolgend wird es von den 
anhaftenden Menignen und Gefäßen befreit und in eine frische mit eiskaltem HBSS gefüllte 
Petrischale überführt. Die gesammelten Cerebelli werden anschließend unter die 
Sterilwerkbank transferiert und dort in ein mit 10 ml HBSS gefülltes konisches 50 ml 
Zentrifugenröhrchen (Tube I) überführt. Nach 3-maligem Waschen des Gewebes mit je 10 ml 
HBSS erfolgt der Gewebeverdau. Die Menge an zugegebener Protease richtet sich dabei 
nach der Anzahl der präparierten Cerebelli. Bei einer Anzahl bis 6 Stück erfolgt die Digestion 
in einer Lösung aus 0,5 ml 2,5 %-igem Trypsin in 4,5 ml HBSS, bei mehr als 6  Cerebelli 
werden 0,7 ml 2,5 %-iges Trypsin zu 6,3 ml HBSS gegeben. Anschließend werden die 
Cerebelli für 15 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Dabei wird das Tube alle 2 - 5 min 
sanft geschwenkt. Die Trypsinierung des Gewebes wird durch Zugabe von 10 ml (< 6 
Cerebelli) bzw. 14 ml Ausplattiermedium (> 6 Cerebelli) (siehe 2.2.4) abgestoppt. Die weitere 
Vereinzelung der Zellen erfolgt in zwei nachfolgenden Schritten. Nach Zugabe von 0,5 ml 
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1 %-iger DNAse-Lösung werden die Cerebelli zusammen mit etwas Medium mit einer 
gestopften Pasteurpipette in ein frisches konisches 50 ml Zentrifugenröhrchen (Tube II) 
überführt. Durch 10- bis 15-maliges durchziehen durch die Öffnung der Pipettenspitze wird 
die Dissoziation des Gewebes erreicht. Anschließend werden 10 ml Medium aus dem ersten 
Zentrifugenröhrchen (Tube I) zugegeben. Nach Sedimentation (2 min) der in der 
Zellsuspension vorhandenen Gewebefragmente wird der Überstand, welcher die losgelösten 
Zellen enthält, abgenommen. In einer geringen Menge Medium erfolgt nun die weitere 
Dissoziation der noch vorhandenen Gewebebrocken durch erneutes Auf- und Abpipettieren. 
Hierfür wird eine feuerpolierten Pasteurpipette mit verengter Pipettenöffnung verwendet. 
Anschließend werden 10 ml Medium aus dem Tube I dazugegeben. Durch erneute 
Sedimentation für 2 min werden die restlichen Gewebefragmente abgetrennt. Der Überstand 
mit der Zellsuspension wird in das Tube I überführt und bei 1000 rpm für 5 min zentrifugiert. 
Im Anschluss an die Zentrifugation wird der nun zellfreie Überstand mit einer 10 ml Stripette 
vorsichtig abgenommen und verworfen. Das Zellpellet wird in je 2 ml Ausplattiermedium pro 
Cerebellum aufgenommen. Nach Resuspension des Sediments erfolgt die Bestimmung der 
Zellzahl mit Hilfe einer C-Chip-Zählkammer (siehe 2.1.3). Dazu wird zunächst eine 1:5 
Verdünnung der Zellsuspension mit 0,4 %-iger Trypanblaulösung (siehe 2.2.4) hergestellt. 
Dadurch können die vitalen Zellen in der Suspension sichtbar gemacht werden. Trypanblau 
ist ein anionischer Diazofarbstoff, welcher von lebenden Zellen nicht aufgenommen werden 
kann. Abgestorbene Zellen hingegen nehmen den Farbstoff auf und erscheinen dadurch 
dunkelblau. Zur Herstellung der Verdünnung werden 20 µl Zellsuspension mit 30 µl 
Ausplattiermedium und 50 µl 0,4 %-ige Trypanblaulösung gemischt. Anschließend erfolgt die 
mikroskopische Bestimmung der Zellzahl. Dazu werden 10 µl des Zellsuspension-
Trypanblau-Gemischs auf die C-Chip-Zählkammer gegeben und die hell-erscheinenden 
Zellen in den jeweiligen Quadranten ausgezählt. Die anschließende Berechnung der 
Gesamtmenge an Zellen erfolgt anhand folgender Formel: Gesamtzellzahl [Zellen/ml] = 
Mittelwert Zellzahl [Zellen/0,01 mm3] x 5 (Verdünnungsfaktor) x 104. Durch Zugabe von 
Ausplattiermedium wird eine Zellkonzentration von 1,0 x 106 Zellen/ml bzw. 1,5 x 106 
Zellen/ml eingestellt. Die gewählte Zellzahl ist abhängig von der Kultivierungsfläche der PLL 
beschichteten Zellkulturplatten bzw. –schalen. Die Auswahl des Kulturgefäßes findet in 
Abhängigkeit vom experimentellen Setup statt (siehe Tabelle 3.9). Beim Ausbringen der 
Zellen wird zunächst das auf den Zellkulturgefäßen befindliche BME-Medium mit einer 5 ml 
Stripette abgenommen und anschließend das entsprechende Volumen an Zellsuspension in 
die Wells bzw. auf die Schalen pipettiert. 24 h nach dem Ausplattieren wird das 
Ausplattiermedium durch frisches, 37 °C warmes Kultivierungsmedium ersetzt. Auch dabei 
wird zunächst das alte Medium mit Hilfe einer 5 ml Stripette entfernt. Anschließend werden 
die Zellen einmal mit 37 °C warmem PBS gewaschen, bevor frisches Medium zugegeben 
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wird. Die Zellen werden im Brutschrank für 7 Tage (DIV 7) bei 37 °C und 5% CO2 kultiviert. 
Während dieser Zeit wird alle 2 - 3 Tage ein Mediumwechsel durchgeführt. Dabei wird die 
Hälfte des alten Mediums abgenommen und durch frisches, 37 °C warmes Medium ersetzt. 
Die Durchführung aller Experimente erfolgt an DIV 7. 
Tabelle 3.9: Verwendete Zellkulturgefäße und Zelldichten in Abhängigkeit des Experiments 
Dargestellt sind die Fläche der verwendeten Zellkulturgefäße, die Konzentration sowie die 
ausgebrachten Volumina der Zellsuspension und das Volumen an Kultivierungsmedium 
 
 Exzitotoxizitätsstudien 3.6
Alle Exzitotoxizitätsexperimente werden unter Verwendung von primären WT bzw. Slack-KO 
Granularzellkulturen (DIV 7), welche auf 24-Wellplatten in einer Zelldichte von 0,6 x 106 
Zellen pro Well ausgebracht wurden, durchgeführt. Ziel der Versuche ist es den Einfluss von 
Slack auf die Schädigungsmechanismen während exzitotoxischer Stimulation zu 
untersuchen. Dazu werden die Kulturen für 24 h mit verschiedenen exzitotxischen 
Substanzen (Glutamat und NMDA, siehe 3.6.1) inkubiert. Nachfolgend erfolgt die 
Bestimmung des induzierten Zelltods mittels Lactatdehydrogenase (LDH)-Assay (siehe 
3.6.2). Vor Versuchsbeginn müssen alle Kulturen mikroskopisch begutachtet werden, um die 
Vitalität der Zellen sowie eine vegleichbare Konfluenz der Platten zu gewährleisten. Um eine 
bessere Vergleichbarkeit der verschiedenen Kulturen untereinander zu ermöglichen und den 
Einfluss natürlicher Differenzen in der Zelldichte sowie der Vitalität der Zellen auf das 
Versuchsergebnis zu minimieren, werden von jeder Kondition technische Triplikate 
angefertigt.  
 Untersuchung des Einflusses von Slack auf die Exzitotoxizität 3.6.1
Die Durchführung der verschiedenen Exzitotoxizitätsstudien ist in Abbildung 3.4 schematisch 
dargestellt. Vor Versuchsbeginn werden zunächst die Glutamat- bzw. NMDA-Lösungen 
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2.2.5) mit Erhaltungsmedium entsprechend der Berechnungen in Abschnitt 2.2.5 
(Verdünnungsreihe Glutamat/NMDA) verdünnt. Für einige Versuchsansätze werden zudem 
Glutamat-Lösungen die einen NMDA- und/oder AMPA-Rezeptorantagonisten enthalten 
vorbereitet (siehe 2.2.5). Anschließend wird das Medium von jeweils 3 Wells mit einer 1 ml 
Pipette vorsichtig abgenommen und es werden je 600 µl einer (exzitotoxischen) Lösung 
zugegeben. Um ein Absterben der Zellen durch Zellstress und Scherkräfte zu vermeiden gibt 
man die Lösung langsam und behutsam am Rand des Wells zu. Nach Inkubation der 
Zellkulturplatten für 24 h im Brutschrank wird das Ausmaß an Zelltod untersucht, indem die 
Menge an freigesetzter LDH aus dem Zellkulturüberstand bestimmt wird (siehe 3.6.2). Für 
jeden Versuch werden jeweils eine Vitalkontrolle sowie eine maximale Zelltodkontrolle 
mitgeführt. Für die Vitalkontrolle werden die Zellen ausschließlich mit Erhaltungsmedium 
inkubiert. Um die von der Zellzahl abhängige maximal mögliche LDH-Freisetzung 
(Totkontrolle) bestimmen zu können, werden 45 min vor Versuchsende 60 µl Lyse-Lösung zu 
540 µl Medium zugegeben. 
 
Abbildung 3.4: Versuchsdurchführung der verschiedenen Exzitotoxizitätsstudien 
Dargestellt sind die unterschiedlichen Versuchsansätze der verschiedenen Exzitotoxizitätsstudien. Um 
die basale LDH-Freisetzung (Vitalkontrolle) zu bestimmen erfolgt die Versuchsdurchführung wie in A 
gezeigt. Dazu werden die CGC-Kulturen für 24 h mit frischem Erhaltungsmedium inkubiert. Um die 
maximale LDH-Freisetzung zu bestimmen werden die Kulturen wie in B dargestellt ebenfalls für 24 h 
mit frischem Erhaltungsmedium inkubiert. 45 min vor Versuchsende wird eine Triton X-Lösung zur 
vollständigen Zelllyse zugegeben. C zeigt die Durchführung der verschiedenen 
Exzitotoxizitätsbedingungen. Die Expositionsdauer der GluR-Agonisten ± GluR-Antagonist beträgt 
jeweils 24 h. 
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Exzitotoxischer Einfluss von Glutamat 
Zur Untersuchung des neurotoxischen Einflusses von Glutamat auf die primären 
Granularzellen werden folgende Glutamatkonzentrationen verwendet: 12,5 µM, 25 µM, 
50 µM, 100 µM und 200 µM (Pipettierschema siehe Abbildung 3.6 A). 
Exzitotoxischer Einfluss der unterschiedlichen Glutamatrezeptoren 
Zur Differenzierung der AMPA- bzw. NMDA-Rezeptor-vermittelten exzitotoxischen 
Neuronenschädigung nach Glutamatstimulation werden die CGC-Kulturen einerseits mit 
Glutamat, und andererseits mit einer Kombination aus Glutamat und einem AMPA- bzw. 
NMDA-Rezeptorblocker (NBQX respektive MK-801) oder entsprechender Dreierkombination 
aus Glutamat mit einem AMPA- sowie NMDA-Rezeptorblocker, behandelt (Pipettierschema 
siehe Abbildung 3.6 B). Folgende Konzentrationen werden verwendet: Glutamat 100 µM 
bzw. Glutamat 100 µM in Kombination mit 10 µM MK-801 und/oder 10 µM NBQX. 
Exzitotoxischer Einfluss von NMDA 
Zur genaueren Untersuchung des neurotoxischen Einflusses von NMDA auf die primären 
Granularzellen werden diese analog zur in Abschnitt 3.6.1 beschriebenen Vorgehensweise 
mit folgende NMDA-Konzentrationen inkubiert: 25 µM, 50 µM, 100 µM, 300 µM und 500 µM 
(Pipettierschema siehe Abbildung 3.6 C). 
Einfluss von BDNF auf die NMDA-induzierte Exzitotoxizität 
Aufgrund der postulierten neuroprotektiven Wirkung bei Exzitotoxizität (Lindholm et al. 1993, 
Beck et al. 1994, Han und Holtzman 2000, Almeida et al. 2005, Liao et al. 2010) sollte der 
Einfluss des Wachstumsfaktors BDNF auf das Überleben cerebellärer Granularzellen nach 
Stimulation mit 300 µM NMDA-Lösung für 24 h untersucht werden. Dazu erfolgt die  
Co-Applikation von BDNF und NMDA. Bezüglich des Zeitpunktes sowie der Dauer der 
BDNF-Zugabe werden in der Fachliteratur kontroverse Angaben gemacht (Lindholm et al. 
1993, Cheng und Mattson 1994, Brandoli et al. 1998, Marini et al. 1998, Sato et al. 2001, 
Jiang et al. 2003, Caldeira et al. 2007). Daher wurden zwei unterschiedliche 
Versuchsschemata durchgeführt. Dabei wird der Einfluss einer 1.) BDNF-Präkonditionierung 
vor Beginn der NMDA-Exzitotoxizität und 2.) Co-Applikation von BDNF auf das neuronale 
Überleben bei gleichzeitiger Applikation von NMDA untersucht (Versuchsdurchführung siehe 




Abbildung 3.5: Versuchsdurchführung der NMDA-Exzitotoxizität in Abhängigkeit der Co-
Stimulation mit BDNF 
Dargestellt sind die zeitlichen Versuchsabläufe der NMDA-Exzitotoxizitätsstudien ± BDNF. A - C Die 
gestreiften Balken symbolisieren die 14-stündige Präinkubation mit den jeweils dargestellten 
Lösungen. Um die basale LDH-Freisetzung (Vitalkontrolle) zu bestimmen werden die CGC-Kulturen 
wie in A gezeigt mit frischem Erhaltungsmedium inkubiert. Zur Bestimmung der maximalen  
LDH-Freisetzung wird 45 min vor Versuchsende eine Triton X-Lösung zur vollständigen Zelllyse 
zugegeben. B zeigt die Durchführung der BDNF-Präinkubation (14 h). Die nachfolgende 
Expositionsdauer von BDNF ± NMDA betrug jeweils 24 h. In C ist die Inkubation mit NMDA ± BDNF 
für 24 h dargestellt. 
Für die erste Versuchsreihe werden die Kulturen an Versuchstag 1 (DIV 6, 14 h vor NMDA-
Applikation) mit 400 µl BDNF-Lösung (50 ng/ml) präinkubiert. An Versuchstag 2 (DIV 7) 
erfolgt dann die Zugabe von je 200 µl NMDA-Lösung (900 µM, siehe 2.2.5) pro Well. Für die 
zweite Versuchsreihe wird BDNF zeitgleich mit 600 µl NMDA-Lösung (300 µM, siehe 2.2.5) 
appliziert. Die Konzentration an BDNF im Medium beträgt erneut 50 ng/ml. Darüber hinaus 
wird der Einfluss von BDNF auf die Vitalität der Neurone unter Kultivierungsbedingungen, 
also ohne exzitatorischen NMDA-Stimulus, untersucht. Hierfür werden die Zellen einerseits 
an DIV 6 mit BDNF (400 µl, 50 ng/ml) für 14 h präinkubiert, bevor dann an DIV 7 200 µl 
Erhaltungsmedium mit 50 ng/ml BDNF zugegeben werden. Alternativ wird BDNF (600 µl, 
50 ng/ml) an DIV 7 zu den Zellen gegeben. Auch wird untersucht, ob die Inkubation der 
Zellen mit geringerem Volumen an Medium (400 µl statt 600 µl) für 14 h einen Einfluss auf 
das Zellüberleben hat. Dazu werden die Zellen ab DIV 6 ebenfalls 14 h lang mit 400 µl 
Erhaltungsmedium kultiviert bevor dann an DIV 7 nochmals 200 µl Medium zugegeben 
werden (Pipettierschema siehe Abbildung 3.6 D). 




Abbildung 3.6: Pipettierschemata zur Untersuchung der Exzitotoxizität 
A Pipettierschema zur Untersuchung der konzentrationsabhängigen Toxizität von Glutamat.  
B Pipettierschema zur Ermittlung des Beitrags von AMPA-/NMDA-Rezeptoren an der Glutamat-
vermittelten Exzitotoxizität. C Pipettierschema zur Untersuchung der NMDA-Rezeptor abhängigen 
Exzitotoxizität. D Pipettierschema zur Untersuchung des Einflusses von BDNF auf die NMDA-
Exzitotoxizität. (*) entsprechen der Präinkubation für 14 h mit entweder Erhaltungsmedium oder 
Erhaltungsmedium + BDNF. 
 
 Bestimmung der LDH-Aktivität 3.6.2
Der Verlust der Integrität von Zellmembranen ist ein verlässlicher Marker von v. a. 
nekrotischem Zelltod. Hierbei kommt es u. a. zur Freisetzung des sonst cytosolisch 
lokalisierten Enzyms LDH. Unter Zellkulturbedingungen kann der Anstieg der LDH im 
umgebenden Medium gemessen werden. Die LDH ist in nahezu allen Zellen vorhanden, und 
essenziell für den terminalen Schritt der anaeroben Glykolyse. Dabei katalysiert sie unter 
physiologischen Bedingungen die enzymatische Reduktion von Pyruvat zu Laktat. Im 
Gegenzug kommt es zur Oxidation von NADH/H+ zu NAD+, welches während der Glykolyse 
von der Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) zur Energiegewinnung in 
Form von ATP benötigt wird. 
Im Verlauf der exzitotoxischen Schädigung der Neurone wird die LDH ins Medium 
abgegeben. Nachfolgend kann in einer kolorimetrischen Messung, unter Verwendung des 
CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assays der Firma Promega (siehe 2.2.5), die 
Konzentration der freigesetzten LDH bestimmt werden. Die gemessene Farbintensität ist 
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dabei direkt proportional zur LDH-Aktivität und somit zur Dimension des Zelltods in einer 
Zellkulturschale. Das Prinzip der Messung ist in Abbildung 3.7 schematisch dargestellt. Der 
im Kit mitgelieferte Substrat-Mix enthält neben dem Enzym Diaphorase das Tetrazoliumsalz 
Iondonitrotetrazolium-Violett (INT) sowie Laktat. Das im Überschuss vorhandene Laktat 
bewirkt, dass die oben beschriebene enzymatische Pyruvat-Laktat-Reaktion in 
entgegengesetzter Richtung verläuft. So katalysiert die im Zellkulturüberstand enthaltende 
LDH die Oxidation von Laktat zu Pyruvat. Gleichzeitig kommt es zur Reduktion des Co-
Faktors NAD+ zu NADH/H+ wodurch die enzymatische Umsetzung von INT zu einem roten 
Formazansalz ermöglicht wird. Die Menge an Formazan wird photometrisch quantifiziert und 
ist direkt proportional zur LDH-Aktivität. 
 
Abbildung 3.7: Prinzip der LDH-Aktivitätsbestimmung 





 reduziert. Parallel dazu katalysiert das Enzym Diaphorase eine Redoxreaktion in der gelbes 




 oxidiert wird. 
Das entstandene Formazan kann anschließend photometrisch quantifiziert werden. 
 
Probennahme und Bestimmung der LDH 
Die Bestimmung der LDH-Aktivität erfolgt nach 24 h Exzitotoxizität. Das Protokoll zur 
Probennahme, Durchführung und Messung der Enzymaktivität orientiert sich stark an den 
Angaben des Herstellers (Promega). Für jede Kondition wird die freigesetzte Menge an LDH 
aus dem Zellkulturüberstand bestimmt. Die generelle LDH-Aktivität unter 
Kultivierungsbedingungen wird aus dem Überstand unbehandelter Kulturen ermittelt. Um die 
maximale LDH-Konzentration bestimmen zu können, wird 45 min vor Versuchsende eine 
Triton X-haltige Lyse-Lösung zu den bis dato ebenfalls unbehandelten Kulturen zugegeben. 
Von jeder Kondition werden jeweils 500 µl des Zellkulturüberstands abgenommen und in 
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Eppendorf-Reaktionsgefäße pipettiert. Um im Medium enthaltene Zelltrümmer abzutrennen, 
wird für 4 min bei 250 x g zentrifugiert. Anschließend werden 400 µl des Überstands 
abgenommen und in ein frisches Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt, welches bis zur 
Bestimmung der LDH-Aktivität auf Eis gelagert wird. Die Proben zur Bestimmung der 
maximalen LDH-Konzentration werden mit Erhaltungsmedium 1:5 verdünnt. Um die spätere 
Quantifizierung der LDH-Aktivität zu ermöglichen, wird zunächst eine Verdünnungsreihe aus 
der im Kit enthaltenen LDH-Positivkontrolle (siehe 2.2.5) erstellt. Dazu wird durch Zugabe 
von 1 µl LDH-Positivkontrolle zu 5 ml equilibriertem Zellkulturmedium eine Stammlösung mit 
einer Aktivität von 800 U/ml hergestellt. Anschließend wird diese im Verhältnis 1:2 weiter 
verdünnt, wodurch sich Verdünnungen mit einer Aktivität von 400 U/ml, 200 U/ml, 100 U/ml, 
50 U/ml, sowie 25 U/ml ergeben. Für einige Versuche wird zusätzlich eine Verdünnung mit 
einer Aktivität von 600 U/ml erstellt. Nachfolgend erfolgt die Durchführung des eigentlichen 
LDH-Assays. Hierfür werden Erhaltungsmedium als Nullabgleich (Blank), die LDH-
Verdünnungsreihe für die Erstellung einer Standardkurve sowie alle Proben in eine  
96-Wellplatte pipettiert. Das Auftragevolumen beträgt jeweils 50 µl. Es werden für alle 
Konditionen Duplikate pipettiert. Anschließend werden je 50 µl Substrat-Mix zu jedem Ansatz 
gegeben. Nach Inkubation für 30 min bei RT unter lichtgeschützten Bedingungen werden je 
50 µl einer Stopp-Lösung (1 M Essigsäure) zu jedem Ansatz pipettiert um die Umwandlung 
des Substrats abzustoppen. Nun wird mittels ELISA-Reader (siehe 2.1.1) die Absorption bei 
492 nm gemessen und so die Menge an gebildetem Formazan für jede Kondition 
photometrisch ermittelt. Die Auswertung des Assays erfolgt mit Hilfe der Software Magellan 7 
(siehe 2.1.2) von Tecan. Dabei wird zunächst aus den Absorptionswerten der 
Verdünnungsreihe der LDH-Postitivkontrolle eine LDH-Standardkurve erstellt. Anhand dieser 
kann dann die gemessene Absorption jeder Probe in die tatsächliche LDH-Aktivität 
umgerechnet werden. Die Blank-Werte (nur Erhaltungsmedium) müssen zuvor von allen 
Absorptionswerten subtrahiert werden. Anschließend wird der Mittelwert aus den Duplikaten 
einer jeden Probe gebildet. Die Berechnung der relativen LDH-Aktivität [%], stellvertretend 
für das Ausmaß des neuronalen Zelltods, erfolgt durch Quotientenbildung der LDH-Aktivität 




Als Ausgangsmaterial für die RNA-Extraktion aller RNA-Analytik-Experimente dienen 
cerebelläre Granularzellen (siehe 3.5). Die Zelldichte beträgt für alle Experimente 1,5 x 106 
Zellen/ml. Das Zellkulturgefäß zur Kultivierung der Zellen wird entsprechend der späteren 
Verwendung der isolierten RNA ausgewählt (siehe Abschnitt 3.5.2, Tabelle 3.9). Zur 
Extraktion der RNA für qRT-PCR Experimente (siehe 3.7.3) werden die Zellen auf 12-
Wellplatten ausgebracht. Um eine Kontamination der Proben mit RNAsen zu vermeiden wird 
der Arbeitsplatz vor jedem Arbeitsschritt gründlich mit 80 %-igem Ethanol gereinigt. Für die 
Aufbereitung sowie Verdünnung der Proben wird aus selbigem Grund ausschließlich  
DEPC-H2O verwendet. 
 RNA-Extraktion 3.7.1
Die Isolierung der RNA aus den CGC-Kulturen erfolgt an DIV 7. Damit analysiert werden 
kann, ob sich die Expressionslevel bestimmter Zielgene durch die NMDA-Exzitotoxizität 
verändern, wird ein Teil der Kulturen mit einer 300 µM NMDA-Lösung (siehe 2.2.5) inkubiert. 
Um die zeitabhängige Regulierung der Expression zu berücksichtigen, erfolgt die  
RNA-Isolierung an vier verschiedenen Zeitpunkten der NMDA-Inkubation. Die Durchführung 
des Versuchs ist in Abbildung 3.8 schematisch dargestellt. Dabei erfolgt die RNA-Isolierung 
vor der NMDA-Applikation (0 h, Basal), nach 1 h, 6 h und 24 h NMDA-Stimulation. 
 
Abbildung 3.8: Versuchsdurchführung RNA-Extraktion 
An DIV 7 erfolgt die Induktion der Exzitotoxizität mit 300 µM NMDA-Lösung für maximal 24 h. Dabei 
werden vor Beginn der NMDA-Zugabe (0 h, Basal), nach 1 h, 6 h und 24 h NMDA-Inkubation RNA-
Proben extrahiert. 
 
Isolierung und Aufreinigung der RNA 
Die Isolierung der RNA wird mit Hilfe des NucleoSpin® Kits (Macherey Nagel, siehe 2.2.6) 
durchgeführt. Die Durchführung erfolgt gemäß den Angaben des Herstellers. Nach der 
vollständigen Abnahme des Zellkulturüberstands (Erhaltungsmedium oder NMDA-Lösung) 
erfolgt die Lyse der Zellen. Dazu werden 350 µl des Zell-Lyse-Mix zu jedem Isolationsansatz 
zugegeben. Der Zell-Lyse-Mix enthält eine große Menge an chaotropen Salzen, wodurch 
eine sofortige Inaktivierung vorhandener RNAsen gewährleistet wird. Zudem wird dadurch 
die spätere Adsorption der RNA an einer Silikamembran begünstigt. Nach vollständiger Lyse 
der Zellen, welche durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren des zugefügten Zell-Lyse-Mix 
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garantiert wird, werden die gewonnenen Lysate in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäße 
überführt. Bis zur weiteren Extraktion können sie für maximal ein halbes Jahr bei −80 °C 
aufbewahrt werden. 
Im nächsten Schritt der Isolierung erfolgt die Filtration der Lysate. Dies ist notwendig um das 
Lysat zu reinigen und dessen Viskosität zu verringern. Dazu werden die NucleoSpin® Filter 
(violetter Ring) auf ein 2 ml Auffanggefäß gesteckt und nach Applikation der Proben auf die 
Filter wird für 1 min bei RT und 11.000 rcf zentrifugiert. Der Durchlauf wird mit 350 μl 70%-
igem Ethanol (siehe 2.2.6) versetzt und durch Pipettieren vermengt, wodurch die 
Bindungseigenschaften der RNA optimiert werden. Anschließend wird die Mischung auf die 
NucleoSpin® RNA-Säulen (blauer Ring) gegeben. Nach erneuter Zentrifugation für 30 sec bei 
RT und 11.000 rcf kann der Durchfluss verworfen werden. Die im Lysat vorhandene RNA 
bindet an die Silikamembran der Säule. Durch Zugabe von 350 µl MDB-Puffer wird die 
Silikamembran entsalzen. Dies wirkt sich positiv auf den nachfolgenden rDNase Verdau aus. 
Nach Zentrifugation der Säulen (RT, 30 sec, 11.000 rcf) wird der Durchfluss erneut 
verworfen und es werden 100 µl einer Mischung aus 10 µl rDNase und 90 µl rDNase-
Reaktionspuffer auf die Säulen gegeben. Anschließend wird für 15 min bei RT inkubiert, um 
einen kompletten DNAse-Verdau der an die Silikamembran gebundenen DNA zu 
gewährleisten. Um den DNAse-Verdau abzustoppen wird RA2-Puffer dazugegeben und 
erneut für 30 sec bei RT und 11.000 rcf zentrifugiert. Anschließend folgen zwei 
Waschschritte mit 600 µl und 200 µl RA3-Puffer. Dabei werden Salze, Metabolite und 
makromolekulare Zellbestandteile entfernt. Nach dem ersten Waschschritt wird bei RT und 
11.000 rcf für 30 sec, nach dem zweiten für 2 min zentrifugiert. Der Durchfluss wird jeweils 
verworfen. Im letzten Extraktionsschritt erfolgt die Elution der gereinigten RNA. Dazu wird 
50 µl RNAse-freies DEPC-H2O auf die Membran gegeben und für 1 min bei RT und 
11.000 rcf zentrifugiert. Die eluierte RNA wird auf Eis gelagert und die jeweilige 
Konzentration am Nanophotometer (siehe 2.1.1) bestimmt und mit DEPC-H2O auf eine 
Konzentration von 25 ng/µl eingestellt. 
 cDNA-Synthese 3.7.2
Die cDNA-Synthese wird unter Verwendung des iScript cDNA Synthesis Kits (Bio-Rad) 
(siehe 2.2.6) durchgeführt. Die im Kit enthaltene Reverse Transkriptase (RT) ermöglicht via 
RT-PCR die Synthese der cDNA aus der isolierten und gereinigten RNA. Dazu wird für die 
Anzahl an umzuschreibenden RNA-Proben zunächst ein +RT-cDNA-Synthese-
Reaktionsansatz (Mastermix) (siehe 2.2.6) ohne RNA hergestellt. Dieser enthält neben der 
RT, den 5x iScript-Mix. Dieser iScript-Mastermix wird mit der entsprechenden RNA in ein 
PCR-Tube pipettiert. Zudem wird für jede Probe der gleiche Versuchsansatz ohne RT 
hergestellt (−RT-cDNA-Synthese), welche stattdessen durch DEPC-H2O ersetzt wird. Die 
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dadurch erzeugte −RT-cDNA dient als Negativkontrolle bei der späteren qRT-PCR. Im 
Anschluss erfolgt die reverse Transkription der RNA in einem Thermocycler nach einem 
definierten Temperaturprotokoll (siehe Tabelle 3.10). Im ersten Syntheseschritt bei 25 °C für 
5 min erfolgt die Anlagerung der im Kit enthaltenen Primer (Oligo-dT-Nukleotide und 
Random-Hexamer-Oligonukleotide) an die RNA. Dabei wird mittels RNA-abhängiger DNA-
Polymeraseaktivität der RT ein, zum RNA-Strang komplementärer DNA-Hybridstrang 
synthetisiert. Anschließend wird die Probe für 30 min auf 42 °C erhitzt. Dabei erfolgt mittels 
RNase-H+-Aktivität der RT zunächst der Abbau des RNA-Strangs. Nachfolgend wird dann 
durch die DNA-abhängige DNA-Polymeraseaktivität der RT ein komplementärer DNA-Strang 
zu dem bereits bestehenden Einzelstrang synthetisiert. Durch Erhitzen der Probe auf 85 °C 
für 5 min wird die RT inaktiviert. Im Anschluss an die Synthese werden die cDNA-Proben mit 
DEPC-H2O im Verhältnis 1:7,5 verdünnt und bei −20 °C gelagert. 
Tabelle 3.10: PCR-Programm für die cDNA-Synthese 
PCR-Programm   
Primeranlagerung  25 °C 5 min    
Reverse Transkription 42 °C 30 min    
Inaktivierung RT  85 °C 5 min     
Hold  4 °C     
 
 RNA-Analytik mittels qRT-PCR 3.7.3
Die quantitative Echtzeit-PCR (quantitative real time polymerase chain reaction, qRT-PCR) 
ist eine Methode zur Amplifikation von DNA-Fragmenten, die zeitgleich die 
fluorezenzbasierte Quantifizierung der entstandenen PCR-Produkte ermöglicht. So wird 
während eines qRT-PCR-Laufs parallel zu jedem PCR-Zyklus eine Fluoreszenzmessung 
durchgeführt. Dabei nimmt die Fluoreszenz proportional mit der Menge an gebildeten PCR-
Produkten zu (Higuchi et al. 1992, Higuchi et al. 1993, Wittwer et al. 1997). Die Generierung 
der Primer (siehe 2.2.6) wird mit Hilfe den Online-Softwareprogrammen Primer 3 und Primer-
BLAST (siehe 2.1.2) durchgeführt. Für das Primerdesign wurden folgende Bedingungen 
festgelegt: Primerlänge ≤ 23 bp, Schmelztemperatur zwischen 58 °C und 64 °C, 
Fragmentgröße zwischen 70 bp und 120 bp. Vor Beginn der eigentlichen PCR wird zunächst 
für jedes Primerpaar ein Reaktionsansatz ohne cDNA (Mastermix) für die entsprechende 
Anzahl der Proben hergestellt. Dafür werden die entsprechenden Vorwärts- und 
Rückwärtsprimer mit dem SsoAdvanced Universal SYBR®Green Supermix gemischt (siehe 
2.2.6). Dieser enthält neben dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR®Green, eine Antibody-mediated 
hot-start Sso7d Fusion Polymerase, dNTPs, MgCl2, spezielle Puffersysteme und 
Stabilisatoren, sowie eine Mischung aus den passiven Referenzfarbstoffen ROX und 
Fluoreszein. Beim Pipettieren der PCR werden zunächst je 12 µl des Mastermix pro 
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Versuchsansatz (Well einer 96-Lochplatte) vorgelegt, anschließend werden je 3 μl cDNA 
dazugegeben. Für jede +RT-cDNA-Probe werden drei technische Replikate angefertigt, von 
der Negativkontrolle (–RT-cDNA-Probe) lediglich ein Unikat. Die qRT-PCR findet in einem 
Thermocycler (CFX Connect, Bio-Rad, siehe 2.1.1) statt, wobei ein spezifisches 
Temperaturprotokoll verwendet wird (siehe Tabelle 3.11). Zu Beginn erfolgt der sogenannte 
Antibody-mediated hot-start. Durch Erhitzen der Probe bei 95 °C für 2 min kommt es durch 
die Denaturierung der an das aktive Zentrum des Enzyms gebundenen Antikörper zur 
Aktivierung der DNA-Polymerase. Anschließend läuft das eigentliche PCR-Programm ab. 
Während der sogenannten Denaturierungsphase (95 °C) erfolgt der Aufbruch der 
Wasserstoffbrücken zwischen den DNA-Helices, wodurch die Anlagerung der Primer an die 
Einzelstränge während der Hybridisierungsphase (Annealingphase, 58 °C) ermöglicht wird. 
In der darauffolgenden Elongationsphase (58 °C) werden die neu generierten DNA-Stränge 
durch freie Nukleotide komplementiert. Der im Kit enthaltene Fluoreszenzfarbstoff 
SYBR®Green bindet mit hoher Affinität an die DNA-Doppelstränge, wodurch es zur  
1000-fachen Zunahme des Fluoreszenzsignals kommt. Die Menge an gebildetem Produkt 
nimmt mit jedem Amplifikationszyklus exponentiell zu und kann anhand der dazu 
proportionalen Zunahme der Fluoreszenz in Echtzeit bestimmt werden. Da der 
Fluoreszenzfarbstoff jedoch auch mit unspezifischen DNA-Fragmenten interkaliert, muss 
nach Ablauf der PCR eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt werden. Durch 
kontinuierliche Erhöhung der Temperatur (58 °C bis 95 °C) wird ein Aufschmelzen der 
Doppelstrang-DNA (dsDNA) erreicht. Bei einer für das jeweilige PCR-Produkt spezifischen 
Schmelztemperatur kommt es zur Denaturierung des Doppelstrangs, wobei der 
Fluoreszenzfarbstoff freigegeben wird. Dadurch kann eine Änderung des Fluoreszenzsignals 
registriert werden. Die Schmelzkurve und -temperatur hängen von der Länge sowie der 
Basenzusammensetzung des jeweiligen dsDNA-Fragmentes ab. Anhand der 
Schmelztemperatur kann daher auf die Fragmentlänge der gebildeten PCR-Produkte und 
somit auf die Spezifität des im Verlauf der qRT-PCR detektierten Signals rückgeschlossen 
werden. Die quantitative Auswertung der qRT-PCR erfolgt nach Ende eines Laufs anhand 
der gemessenen Fluoreszenzsignale. Dazu wird die Fluoreszenzintensität gegen die 
Zyklenzahl aufgetragen, wodurch sich ein sigmoidaler Kurvenverlauf ergibt. Die 
Quantifizierung erfolgt zum Zeitpunkt des Übergangs in die exponentielle Phase (cycle 
threshold, Ct-Wert). Dies stellt den Schwellenwert dar, an dem das spezifische 
Fluoreszenzsignal die Hintergrundfluoreszenz erstmals signifikant übersteigt. Neben dem  
Ct-Wert für das Zielgen, wird immer ein Ct-Wert für ein sogenanntes Referenzgen 
(housekeeping gene) bestimmt. Dieses wird im Gegensatz zu den regulierten Genen 
unabhängig vom Zelltyp, Zellstadium und den äußeren Einflüssen exprimiert. Die für jedes 
Gen ermittelten Expressionslevel der mRNA werden dann relativ zur Expression des 
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Referenzgens angegeben. Hierzu wird zunächst der ΔCt-Wert durch Subtraktion der 
jeweiligen Ct-Werte (Ct (Referenz) − Ct (Zielsequenz)) ermittelt. Die ΔCt-Werte können unter 
der Annahme, dass sich die cDNA-Menge während jedem Zyklus verdoppelt, mit Hilfe 
folgender Formel in eine relative Expression umgerechnet werden: Relative 
Expression = 2(Ct (Referenz) − Ct (Zielsequenz)). Ein Teil der Proben kann nach erfolgreicher qRT-PCR 
in einem 3 %-iges Agarosegel aufgetrennt werden (Probenvolumen pro Tasche: 15 µl Probe 
+ 3 µl Dye) (siehe 2.2.6). Anhand der entstandenen Fragmente kann eine Kontamination 
durch genomische DNA ausgeschlossen und die Primerspezifität überprüft werden. 
Tabelle 3.11: Programm für die qRT-PCR 
qRT-PCR-Programm Temperatur Dauer  
Aktivierung der DNA-Polymerase 95 °C 2 min  
Denaturierungsphase 95 °C 5 sec 
40 Zyklen Hybridisierungs- und Elongationsphase  58 °C 20 sec  
Fluoreszenzmessung   
Erstellung der Schmelzkurve: Erhitzen in 0,5 °C Schritten 58 °C-95 °C alle 5 sec  
 
 Proteinbiochemische Methoden 3.8
Für die Proteinextraktion werden cerebelläre Granularzellen wie in Abschnitt 3.5 beschrieben 
isoliert und kultiviert. Die Zelldichte beträgt 3 x 106 pro 6-Wellplatte bzw. 35-mm Schale 
(siehe Abschnitt 3.5.2, Tabelle 3.9). Um den Einfluss von Slack auf die Expression und 
Phosphorylierung bestimmter Proteine während der NMDA-Exzitotoxizität zu untersuchen, 
werden die CGC-Kulturen an DIV 7 zunächst für 1 h, 2 h, 4 h und 6 h mit je 1 ml 300 µM 
NMDA-Lösung (siehe 2.2.5) inkubiert und anschließend lysiert. Nachfolgend werden die in 
den extrahierten Zelllysaten vorhandenen Proteine mittels Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-gelelektrophorese (SDS-PAGE) der Größe nach aufgetrennt und im Western 
Blot (WB)-Verfahren auf Membrane transferiert. Anschließend werden diese mit 
verschiedenen Antikörpern (siehe 2.2.7) inkubiert, um die Proteinexpression und  
-phosphorylierung einer bestimmten Zielstruktur nachweisen und quantifizieren zu können. 
 Proteinextraktion 3.8.1
Zunächst wird das Zellkulturmedium vollständig abgenommen und die Kulturen werden mit je 
1 ml kaltem PBS gewaschen. Anschließend werden je 200 µl RIPA-Puffer (siehe 2.2.7) zu 
jedem Versuchsansatz zugegeben und es wird unter gelegentlichem Schwenken der 
Zellkulturplatte für 5 min auf Eis inkubiert. Durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren des 
Lysats wird eine vollständige Lyse der Zellen gewährleistet, bevor die Proteinlysate in ein 
1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt werden. Durch die anschließende Zentrifugation 
bei 4 °C und 14.000 rcf für 15 min werden Zelltrümmer abgetrennt. Nachfolgend wird der 
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Überstand mit Hilfe eines VivaSpin 500 Zentrifugalkonzentrators (siehe 2.2.7) auf ein 
Volumen von ca. 100 µl aufkonzentriert (15.000 rcf, 4 °C, 15 - 25 min). Anschließend wird die 
Probe in ein frisches Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Die extrahierten Proteinlysate 
können für maximal eine Woche bis zur Weiterverarbeitung bei −80 °C gelagert werden. 
 
Abbildung 3.9: Versuchsdurchführung RNA-Extraktion 
An DIV 7 erfolgt die Induktion der Exzitotoxizität mit 300 µM NMDA-Lösung für maximal 6 h. Dabei 
erfolgt vor Beginn der NMDA-Zugabe (0 h, Basal), nach 1 h, 2 h, 4 h und 6 h NMDA-Inkubation die 
Protein-Extraktion. 
 
 Konzentrationsbestimmung der Proteine nach Bradford 3.8.2
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgt nach der Bradford-Methode (Bradford 
1976). Diese photometrische Methode zur Quantifizierung der Proteinmenge basiert auf der 
Wechselwirkung des Triphenylmethanfarbstoffs Coomassie-Brillant-Blau G-250 mit den 
kationischen und unpolaren Seitenketten der Proteine im saurem Milieu. Während das 
Absorptionsmaximum der braunroten, ungebundenen, kationischen Form des Farbstoffs bei 
470 nm liegt, verschiebt sich dieses durch die Ausbildung des Farbstoff-Protein-Komplexes 
auf 595 nm. Der Farbstoff liegt dann in seiner blauen, unprotonierten, anionischen Form als 
Sulfonat vor. Diese Absorptionsverschiebung kann photometrisch gemessen werden. Dazu 
wird die Probe, welche das Proteinlysat enthält, bei 595 nm gegen eine Kontrolle, welche 
ausschließlich das freie Farbreagenz ohne Protein enthält (Blank), vermessen. Die Zunahme 
der Absorption ist ein Maß für die Proteinkonzentration der Lösung. Um von den 
gemessenen Absorptionswerten auf die Proteinkonzentration rückschließen zu können, ist 
die Kalibrierung des Photometers (siehe 2.1.1) notwendig. Für die Erstellung einer 
Kalibriergerade werden Standardproteine wie z. B. BSA verwendet. Die 
Konzentrationsbestimmung der Proteinlösung erfolgt in dafür vorgesehenen Plastik-
Einwegküvetten (siehe 2.2.7). Es werden 97 µl dH2O vorgelegt und 3 µl Proteinlösung bzw. 
Lösemittel (Kontrolle) zugegeben. Nach Zusatz von 1 ml Bradford-Lösung (siehe 2.2.7) und 
5 minütiger Inkubation im Dunkeln wird jede Probe drei Mal vermessen und anschließend 
der Mittelwert aus den Einzelkonzentrationen berechnet.  
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 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 3.8.3
Die SDS-PAGE dient der Auftrennung der in den Zelllysaten enthaltenen Proteine 
entsprechend ihrer Molekülmasse. Als Trennmedium dient ein diskontinuierliches Gel auf 
Polyacrylamidbasis, bestehend aus einem Sammel- und einem Trenngel. 
Probenvorbereitung 
Durch Zugabe der entsprechenden Mengen an dH2O und Probenpuffer (4x Laemmli in 
Kombination mit Dithiothreitol (DTT), siehe 2.2.7) erfolgt die Konzentrationseinstellung der 
Proteinlysate auf 0,9 µg/ml. Anschließend werden die Proben für 5 min bei 95 °C im 
Thermoblock erhitzt um eine vollständige Denaturierung der Tertiär- und Sekundärstruktur 
der Proteine zu erzielen. Das im Probenpuffer im Überschuss enthaltene SDS dient 
einerseits der Denaturierung der Proteine und andererseits der Maskierung ihrer 
Eigenladung, da diese sonst die elektrische Mobilität der Proteine beeinflussen würde. So 
binden 1,4 g des anionischen Detergens SDS etwa 1 g Protein (1 SDS-Molekül pro  
2 Aminosäuren). Die SDS-Maskierung führt dazu, dass alle in der Probe enthaltenen 
Proteine eine konstante negative Ladung besitzen, welche proportional zu ihrer Masse ist. 
Darüber hinaus stoßen sich die negativ geladenen SDS-Proteine-Komplexe gegenseitig ab. 
Dies führt, in Kombination mit der während der Probenvorbereitung vorgenommenen 
Denaturierung der gefalteten Proteine, zu einer linearen Ausrichtung dieser. Dadurch wird 
die elektrophoretische Auftrennung der Proteine basierend auf ihrer Molekülmasse weiter 
unterstützt. Das zur Auftrennung der Proteine verwendete Gel ist eine Polyacrylamidmatrix, 
welche als molekulares Sieb fungiert. Dabei wandern die negativ geladenen Proteine zur 
Anode, wobei ihre Laufstrecke umgekehrt proportional zum Logarithmus der Molekülmasse 
ist. Kleinere Proteine werden aufgrund des geringeren Widerstands weniger stark 
zurückgehalten und durchwandern das Gel schneller als größere Proteine. Das dem  
4x Laemmli Puffer zugesetzte DTT unterstützt ebenfalls die Denaturierung der Proteine, 
indem es für die Faltung der Proteine notwendige Disulfidbrücken reduziert. Darüber hinaus 
enthält der Puffer Glycerin, wodurch die Probendichte erhöht und das Absinken der Proben 
in die Geltaschen erleichtert wird. Der enthaltene Farbstoff Bromphenolblau dient der 
Markierung der Lauffront der Proteine im Gel. 
Herstellung des Polyacrylamidgels 
Die SDS-PAGE nach Laemmli stellt eine diskontinuierliche Elektrophoreseform dar, d. h. die 
Auftrennung der Proteine erfolgt in einem Trenngel (siehe 2.2.7) mit einem davorliegenden 
Sammelgel (siehe 2.2.7) unterschiedlicher Porengröße. Die Diskontinuität bezieht sich dabei 
hauptsächlich auf die unterschiedlichen pH-Werte, der für die Herstellung der Gele 
verwendeten Puffer (Sammelgel: Neutraler pH, Trenngel: Basischer pH). Das Prinzip der 
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Polyacrylamidgelherstellung beruht auf der radikalischen Polymerisation von Acrylamid und 
Bisacrylamid. Dabei dient das Bisacrylamid der Quervernetzung der linearen 
Polyacrylamidketten. Die Porengröße des Gels wird durch den Anteil an Gesamt-
Acrylamiden sowie der Konzentration an quervernetzendem Bisacrylamid bestimmt und 
richtet sich nach der Größe der aufzutrennenden Proteine. So erfolgt die Auftrennung 
kleinerer Proteine mit hochprozentigeren, dichteren Gelen. Für die Auftrennung größerer 
Proteine hingegen werden Gele mit einem geringeren Acrylamidanteil und somit größeren 
Poren verwendet. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zur Auftrennung der 
Proteinlysate Trenngele mit einer Polyacrylamidkonzentration von 10 % verwendet. Als 
Radikalstarter für die Polymerisation wird Ammoniumperoxodisulfat (APS) eingesetzt, 
Tetramethylethylendiamin (TEMED) dient als Katalysator. Die Gele werden in einen kleinen 
Spalt zwischen zwei Glasplatten, welche in eine spezielle Gelgieß-Apparatur eingespannt 
werden, gegossen. Mit einer 10 ml-Stripette wird zunächst das Trenngel in den Spalt 
zwischen den Platten pipettiert. Dabei sollte darauf geachtet werden, dass Füllhöhe bei allen 
Gelen etwa gleich hoch ist (ca. 75 %). Anschließend wird das noch nicht ausgehärtete 
Trenngel mit 100 %-igem Isopropanol überschichtet. Dadurch wird eine glatte, blasenfreie 
Oberkante erzielt. Zugleich verhindert die Isopropanolschicht, dass die dem Gelpuffer zur 
Polymerisierung zugesetzten Radikale von Luftsauerstoffmolekülen abgefangen werden. 
Nach ca. 1 h ist das Gel vollständig auspolymerisiert und der Isopropanol wird entfernt. 
Anschließend wird die Sammelgel-Mischung auf das Trenngel gegossen und unter 
Vermeidung von Blasenbildung wird ein Probenkamm eingesetzt. Nach der Polymerisation 
(ca. 1 h) kann dieser vorsichtig entfernt werden und die entstandenen Taschen werden mit 
VE-Wasser aufgefüllt. Um ein vollständiges Auspolymerisieren zu gewährleisten, werden die 
Gele meist am Vortag gegossen und über Nacht bei 4 °C in feuchte Tücher eingewickelt 
gelagert. Für die nachfolgende Gelelektrophorese werden die Glasplatten mit den Gelen in 
das innere Modul der Elektrophoresekammer eingespannt und dieses in das äußere Modul 
eingesetzt. Anschließend wird das innere Modul der Kammer bis zur oberen Kante der 
Glasplatten mit Elektrophoresepuffer (1x Elphor-Puffer, siehe 2.2.7) befüllt. Die äußere 
Kammer hingegen wird nur soweit befüllt, dass der elektrodenverbindende Draht vollständig 
bedeckt ist. Nun erfolgt die Probenauftragung (je 20 µl) in die Geltaschen mittels 50 µl 
Hamilton-Spritze. Dabei wird in die beiden Taschen rechter- und linkerseits der Proben ein 
Proteinmarker (3 µl in 12 µl Wasser, siehe 2.2.7) aufgetragen. Alle leeren Taschen werden 
mit 20 µl 1x Laemmli befüllt um eine gleichmäßige Lauffront der Proteine zu erzielen. Zu 
Beginn der Elektrophorese wird eine Spannung von 80 V angelegt. Nachdem die Proben aus 
dem Sammelgel gelaufen sind kann die Spannung auf 120 V erhöht werden. Die Dauer der 
Elektrophorese richtet sich nach der Größe der Proteine die aufgetrennt werden sollen. Der 
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Grad der Auftrennung kann anhand der Auftrennung des Proteinmarkers, der farbig 
markierte Proteine definierter Größe enthält, abgelesen werden. 
 Western Blot-Analyse 3.8.4
Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine können im Western Blot auf eine 
Trägermembran transferiert werden. Die dadurch konservierten Proteine können 
anschließend unter Verwendung spezifischer Antikörper nachgewiesen werden. Der 
Proteintransfer vom Gel auf die Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran erfolgt in 
horizontaler Ausrichtung durch Anlegen eines elektrischen Felds. Dabei wandern die mit 
SDS komplexierten und somit negativ geladenen Proteine zur Anode. Beim sogenannten 
Semi-Dry-Verfahren wird die Trägermembran anodenseitig auf das Gel gelegt. Membran und 
Gel werden zwischen zwei Stapel aus Filterpapieren, welche zuvor mit Anoden- bzw. 
Kathodenpuffer (siehe 2.2.7) durchfeuchtet wurden, platziert. Die Filterpapier-Stapel stehen 
in direktem Kontakt mit den ebenfalls zuvor befeuchteten Elektrodenplatten der WB-
Apparatur. Der Begriff Sem-Dry bezieht sich dabei auf die Verwendung einer begrenzten 
Menge an Puffer, da diese auf die von den Filterpapieren aufgesaugte Menge beschränkt ist. 
Vor Beginn des WB müssen die Filterpapiere und die Membran zunächst auf die 
entsprechende Größe (abhängig von der Gelgröße) zugeschnitten werden. Um die 
Hydrophobie der PVDF-Membran zu verringern und eine bessere Benetzung mit 
Transferpuffer zu erzielen, wird diese kurz in Methanol eingelegt. Anschließend werden 
5 Filterpapiere, sowie die Membran für 30 min in Anodenpuffer getränkt. Die andere Hälfte 
der Filterpapiere wird ebenfalls für 30 min in Kathodenpuffer eingelegt. Nach ausreichender 
Wässerung und anschließender Benetzung der platinbeschichteten Anodenplatte mit 
Anodenpuffer, erfolgt der sandwichartige Aufbau des Blots. Dazu wird der Stapel an in 
Anodenpuffer getränkten Filterpapieren mittig auf der Anodenplatte platziert. Anschließend 
wird die PVDF-Membran luftblasenfrei aufgelegt. Nun wird das Sammelgel, unter fließendem 
Wasser mit Hilfe eines Plastikschabers vom Trenngel abgetrennt und ebenfalls luftblasenfrei 
auf die Membran aufgelegt. Anschließend wird das Gel mit dem Stapel an in Kathodenpfuffer 
getränkten Filterpapieren bedeckt. Zuletzt wird dann die Kathodenplatte, welche zuvor gut 
gewässert und mit Kathodenpuffer benetzt wurde, aufgelegt. Die ganze Apparatur wird mit 
einer gefüllten 2 l Glasflasche beschwert und an die Stromquelle angeschlossen. Der 
Proteintransfer erfolgt für 110 min bei 60 mV. Werden in einer Blotting-Apparatur parallel 2 
Western Blots durchgeführt, muss die Stromstärke auf 220 mV erhöht werden. 
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 Proteindetektion 3.8.5
Um die Expression einzelner Proteine nachweisen zu können werden die Membrane in 
spezifischen Antikörperlösungen inkubiert. Davor müssen jedoch alle unspezifischen 
Bindungsstellen der Membran abgesättigt werden. Dazu werden die Membrane auf einem 
Schüttler für 1 h in 5 %-iger Milchpulverlösung (siehe 2.2.7) inkubiert. Nach 3-maligem 
Waschen (je 10 min) in 1x TBST-Puffer (siehe 2.2.7) wird die Membran mit einem Skalpell 
zugeschnitten. Dies ermöglicht die parallele Detektion verschieden großer Proteine. Beim 
Schneiden der Membran dienen die Banden des Proteinmarkers als Orientierung. Die 
einzelnen proteinbeladenen Membranstreifen werden in den jeweiligen 
Primärantikörperlösungen (siehe 2.2.7) in 50 ml Zentrifugenröhrchen (Falcon Tubes) über 
Nacht bei 4 °C auf einem Reagenzglasrotator inkubiert. Dabei binden die Primärantikörper 
an spezifische Epitope des gesuchten Proteins. Am Folgetag wird unspezifisch gebundener 
sowie nicht gebundener Antikörper durch 3-maliges Waschen (je 10 min) mit 1x TBST-Puffer 
entfernt. Anschließend werden die Membranstücke für 1 h in einer Sekundärantikörperlösung 
(siehe 2.2.7) bei RT auf dem Reagenzglasrotator inkubiert. Dabei bindet der 
Sekundärantikörper an den Fc-Teil des Primärantikörpers. Um die spätere Detektion der 
Banden zu ermöglichen, ist der Sekundärantikörper zudem an ein Fluorophor (Cy3 oder 
Cy5) gekoppelt. Aufgrund ihrer Empfindlichkeit gegenüber Licht erfolgt die Inkubation in mit 
Alufolie umwickelten 50 ml Tubes. Auch die nachfolgenden Waschschritte (5 x 5 min) 
erfolgen unter Lichtausschluss. Bevor die Proteine detektiert werden können, müssen die 
Membranabschnitte zwischen fusselfreien Tüchern vollständig getrocknet werden. Die 
Detektion der Proteine erfolgt mit dem Amersham Imager 600 (siehe 2.1.1). Für die 
Auswertung und Quantifizierung der Proteinbanden wird die Image Quant TL Software (siehe 
2.1.2) genutzt. Dabei werden alle Banden einer Membran zunächst untereinander 
normalisiert und zur Quantifizierung auf die Expression eines Referenzproteins bezogen. Als 
Referenzprotein bzw. Standard dient β-Aktin, ein Protein, welches unabhängig vom Genotyp 
und der Behandlung exprimiert wird. 
 Bestimmung der intrazellulären Calciumkonzentration 3.9
Die Detektion der Änderung der intrazellulären Calciumionenkonzentration nach Stimulation 
mit NMDA-Lösung erfolgt mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes Fura-2-Acetoxymethylester 
(Fura-2-AM, siehe 2.2.8). Dabei handelt sich um ein membrangängiges Derivat des Fura-2. 
Durch die Veresterung kann dieses durch passive Diffusion über die Membran in das 
Zellinnere gelangen. Dort wird der Acetoxymethylester durch intrazelluläre Esterasen 
abgespalten. Der Farbstoff liegt nun als hydrophiles und damit membranimpermeables 
Fluorophor vor und reichert sich im Cytosol an. Fura-2 wurde im Jahr 1985 zum ersten Mal 
von Grynkiewicz et al. synthetisiert (Grynkiewicz et al. 1985). Seine Struktur leitet sich von 
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den Calcium-Chelatoren EGTA (Ethylenglycol-Bis(aminoethylether)-N,N,N′,N′-Tetraessig-
säure) und BAPTA (1,2-Bis(o-aminophenoxy)ethan-N,N,N′,N′-Tetraessigsäure) ab. Dadurch 
ist Fura-2 in der Lage Ca2+-Ionen reversibel und konzentrationsabhängig zu binden. Dabei 
kommt es durch die Komplexierung der Ca2+-Ionen in einem 1:1 Verhältnis zu einer 
Verschiebung der Anregungswellenlänge des Fura-2-Farbstoffes. Während ungebundenes 
Fura-2 bei 380 nm angeregt wird, besitzt mit Ca2+-beladenes Fura-2 eine maximale 
Fluoreszenzintensität bei einer Anregungswellenlänge von 340 nm. Demnach nimmt die 
Fluoreszenzintensität mit Zunahme der [Ca2+]i bei 340 nm zu und bei 380 nm ab. Anhand der 
simultanen Detektion der Fluoreszenzintensität bei beiden Wellenlängen kann die relative 
Ca2+-Menge sowie die Änderungen der [Ca2+]i bestimmt werden. Dabei erfolgt die 
Berechnung der [Ca2+]i aus dem Verhältnis der Emissionsraten nach Anregung bei 340 nm 
(Fura-2-Ca2+-Komplex) und 380 nm (freies Fura-2) (FL Ratio 340/380). 
 Aufbau der Calcium-Messapparatur 3.9.1
Für alle Messung der [Ca2+]i werden primäre cerebelläre Granularzellen entsprechend den 
Ausführungen in Abschnitt 3.5 isoliert und kultiviert. Die Zellen werden auf spezielle 
Calciummessschälchen ausgebracht. Die Menge an ausgebrachten Zellen pro Schälchen 
beträgt 1 x 106 Zellen/ml in 1 ml Medium (siehe Abschnitt 3.5.2, Tabelle 3.9). Der Aufbau der 
Ca2+-Messapparatur (siehe 2.1.1) ist für alle Experimente identisch. Diese besteht aus einem 
Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiovert S100, siehe 2.1.1) mit einem 20x Objektiv, an das 
eine Kamera (Spot Inside, siehe 2.1.1) angeschlossen ist, welche über die Software VisiView 
(siehe 2.1.2) gesteuert werden kann. Zudem ist an das Mikroskop eine Xenonlampe (siehe 
2.1.1) angeschlossen, welche wiederum an einen Shutter (siehe 2.1.1) gekoppelt ist, 
wodurch Licht mit 340 nm und 380 nm erzeugt werden kann. Die Messapparatur ist mit einer 
Vorrichtung verbunden, über die unterschiedliche Substanzen appliziert werden können. 
Dazu werden verschiedenen Lösungen in senkrecht fixierte 50 ml Spritzen gefüllt und 
anhand ihres hydrostatischen Drucks gleichmäßig über einen dünnen Schlauch in eine 
Messzelle geleitet, welche direkt in das Messschälchen eingesetzt wird. Eine 
Absaugvorrichtung sorgt für einen kontinuierlichen Abfluss der Lösungen. Im Anschluss an 
die Messung erfolgt die Auswertung der aufgenommenen Bildersequenz. Dazu werden die 
Fluoreszenzintensität der einzelnen Zellen für beide Anregungswellenlängen (340 nm und 
380 nm) für jeden Messzeitpunkt mit der Software ImageJ (siehe 2.1.2) ermittelt. 
Anschließend wird das Verhältnis der beiden Fluoreszenzintensitäten (FL Ratio 340/380) 
graphisch gegen die Dauer der Messung aufgetragen. Zudem können die Area under the 
curve (AUC) und die maximale relative Ca2+-Konzentration (Rmax) bestimmt werden. 
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Abbildung 3.10: Aufbau der Calcium-Messapparatur 
Die Apparatur zur Bestimmung der [Ca
2+
]i besteht aus einem Fluoreszenzmikroskop an das eine 
Kamera angeschlossen ist, welche über die VisiView Software gesteuert werden kann. Durch 
Kopplung der Xenonlampe mit einem Shutter kann Licht mit 340 nm/380 nm Wellenlänge erzeugt 
werden. Mittels senkrecht fixierten 50 ml Spritzen können verschiedene Superfusionslösungen 
appliziert werden. Diese Lösungen werden über dünne Schläuchchen in eine auf 37° C temperierte 
Messzelle geleitet. Ein an eine Absaugpumpe angeschlossener Abflussschlauch verhindet das 
Überlaufen des Messschälchens. 
 
 Durchführung der Calcium-Messungen 3.9.2
Im Verlauf der Ca2+-Messungen werden verschiedene Versuchsparadigmen getestet. Zum 
einen wird die Änderung der intrazellulären Ca2+-Konzentration während der Inkubation der 
Zellen mit verschiedenen Konzentrationen an NMDA (100 µM und 300 µM, siehe 2.2.8) in 
Abwesenheit oder in Kombination mit 2 µM MK-801-Lösung (siehe 2.2.8) gemessen. Zum 
anderen wird eine Messreihe durchgeführt, bei der die Zellen wiederholt einer 3-minütigen 
NMDA-Stimulation (300 µM) ausgesetzt werden. Alle während der Versuche applizierten 
Lösungen werden auf 37 °C erwärmt. Vor Versuchsbeginn wird zunächst das 
Zellkulturmedium vollständig abgesaugt und die Zellen werden mit 1 ml 37 °C warmer Locke-
Lösung (siehe 2.2.8) gewaschen. Anschließend wird jedes Messschälchen mit 1 ml frischer 
Locke-Lösung befüllt und es werden 2,5 µl 1 mM Fura-2-AM-Lösung zugegeben. Nach 
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Inkubation für 45 min im Brutschrank wird ein Tropfen Immersionsöl (siehe 2.2.8) auf das 
Objektiv gegeben und das Messschälchen samt Messzelle eingesetzt. Vor Beginn der 
eigentlichen Messung wird für 10 min mit Locke-Lösung gespült um überschüssiges Fura-2 
zu entfernen. Die Durchführung der verschiedenen Versuche ist in Abbildung 3.11 und 
Abbildung 3.12 graphisch dargestellt. 
Stimulation mit 100 µM/300 µM NMDA ± 2 µMMK-801 
Die Versuchsdauer der ersten Messreihe beträgt insgesamt 8 min. Dabei erfolgt zu Beginn 
des Experiments zunächst die Messung der [Ca2+]i unter Basalbedingungen (Baseline). Dazu 
wird die FL 340/380 Ratio für 2 min unter Zugabe von Locke-Lösung gemessen. 
Nachfolgend erfolgt die Stimulation mit entweder 100 µM oder 300 µM NMDA-Lösung für 
3 min. Anschließend wird eine Mischung aus 100 µM bzw. 300 µM NMDA-Lösung und 2 µM 
MK-801-Lösung für ebenfalls 3 min zugeführt. Als Messfrequenz wurde ein Intervall von 
2 sec gewählt, d. h. alle 2 sec erfolgt die simultane Bestimmung der Fluoreszenzintensität 
bei 340 nm und 380 nm Anregungswellenlänge. Es wird die FL Ratio 340/380 für jeden 
Messpunkt sowie der maximale Anstieg der relativen [Ca2+]i (Rmax) und die AUC bestimmt. 
 
Abbildung 3.11: Versuchsdurchführung Ca
2+
-Messung während NMDA-Stimulation 
Zeitlicher Ablauf der Bestimmung der [Ca
2+
]i während der NMDA-Stimulation ohne (rot) bzw. mit Co-
Applikation von MK-801 (rot/blau). Dabei wird der Versuch sowohl mit 100 µM als auch mit 300 µM 
NMDA-Lösung durchgeführt. 
 
Repetitive Stimulation mit 300 µM NMDA 
Dieses Setup sieht die wiederholte Stimulation mit NMDA vor. Dazu wird wie beim 
vorherigen Experiment auch, zunächst das Basalniveau der intrazellulären Ca2+-
Ionenkonzentration bestimmt. Dies erfolgt durch Zugabe von Locke-Lösung für 2 min. 
Anschließend werden die Zellen für 3 min mit 300 µM NMDA-Lösung stimuliert. Dem schließt 
sich eine 10-minütige Auswaschphase mit Locke-Lösung an. Nun erfolgt die erneute NMDA-
Stimulation für 3 min mit 300 µM NMDA-Lösung. Nachfolgend wird nochmals für 10 min mit 
Locke-Lösung ausgewaschen. Es wird die FL Ratio 340/380 für jeden Messpunkt sowie der 
maximale Anstieg der relativen [Ca2+]i (Rmax) und die AUC bestimmt. 
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Abbildung 3.12: Versuchsdurchführung Ca
2+
-Messung wiederholte NMDA-Stimulation 
Zeitlicher Ablauf der Bestimmung der [Ca
2+
]i während wiederholter NMDA-Stimulation. Zwischen den 
beiden NMDA-Applikationsphasen (rot) sowie nach der zweiten NMDA-Zufuhr wird jeweils für 10 min 
mit Locke-Lösung ausgewaschen (grau.) 
 Statistik  3.10
Die erhobenen Ergebnisse werden in den Diagrammen als Mittelwerte ± Standardfehler 
(SEM) dargestellt. Im Rahmen der statistischen Auswertung wurde mittels Shapiro-Wilk-Test 
und Kolmogorov-Smirnow-Test zunächst überprüft, ob die zugrunde liegende 
Grundgesamtheit einer Stichprobe normalverteilt vorliegt. Nachfolgend wurde für die 
statistische Analyse zweier Wertegruppen (Genotypen: WT versus Slack-KO; Setups: 
unstimuliert versus NMDA-Behandlung) ein zweiseitiger Student-t-Test (unter Annahme 
gleicher Varianzen) durchgeführt. Bei der statistischen Auswertung der in vivo 
Exzitotoxizitätversuche wurde zudem ein Levene-Test zur Überprüfung auf 
Varianzhomogenität durchgeführt. Für den Vergleich von mehr als zwei Wertegruppen 
untereinander erfolgte eine zweifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholung (2-way 
ANOVA). Als Post-hoc Test wurde für die in vitro CGC-Experimente mit Glutmat eine 
Bonferroni-Korrektur angewendet. Die Messwerte der in vitro NMDA-Exzitationsstudie folgen 
keiner Normalverteilung, weshalb zur Berechnung der Signifikanzen ein Friedman-Test mit 
Dunn-Bonferroni Post-hoc Test angewandt wurde. Die Daten der [Ca2+]i-Messung wurden 
mittels einfaktorieller Varianzanalyse (1-way ANOVA) sowie 2-way ANOVA und Student-t-
test mit verbundenen Werten analysiert. Für die RNA-Expressionsexperimente wurden 
signifikante Unterschiede anhand eines ANOVAs mit Messwiederholung und Bonferroni-
Korrektur durchgeführt. Lag keine Sphärizität (Mauchly-Test) vor wurde zudem eine 
Greenhouse-Geisser-Korrektur angewandt. Teilweise wurde auch ein Friedeman-Test mit 
Dunn-Bonferroni-Korrektur verwendet. Für alle Testarten wurden P-Werte < 0,05 als 
statistisch signifikant betrachtet. Es wurde zwischen *p < 0,05, **p < 0,01 und ***p < 0,001 
differenziert. In den Abbildungen sind die Signifikanzlevel für den zweiseitigen Student-t-Test 





 Einfluss von Slack auf die NMDA-induzierte exzitotoxische 4.1
Schädigung in vivo 
Zur Überprüfung der in Abschnitt 1.7 formulierten Hypothese, dass die Slack-Kanalaktivität 
während exzitotoxischer Prozesse ein neuroprotektiver Mechanismus darstellen könnte, 
wurden vergleichende in vivo Exzitotoxizitätsstudien an WT und Slack-KO Mäusen 
durchgeführt. Dazu erfolgte die intrastriatale Injektion geringer Volumina an NMDA-Lösung 
(siehe 2.2.5). Dabei handelt es sich um ein etabliertes Modell zur Untersuchung 
exzitotoxischer Schädigung in vivo (Ayata et al. 1997, Mandir et al. 2000). In diesem 
Zusammenhang wurde zunächst das striatale Expresisonsmuste von Slack untersucht. 
 Expressionsanalyse von Slack-Kanälen im Striatum 4.1.1
Die Validierung der Expression von Slack im Striatum ist von essenzieller Bedeutung für die 
nachfolgenden in vivo Experimente zur NMDA-induzierten Exzitotoxizität. Wie in Abbildung 
4.1 dargestellt, konnten durch immunhistochemische AP-Färbungen (siehe 3.3.2) sowie  
IF-Färbungen (siehe 3.3.3) koronarer WT- und Slack-KO-Gehirnschnitte, Slack-Kanäle im 
Striatum von WT Mäusen nachgewiesen werden. Dabei wurden diese v. a. in den Neuronen 
des Putamen detektiert, während die Faserbündel keine Slack-Immunreaktion zeigten und 
ungefärbt blieben. In den Gehirnschnitten von Slack-KO Mäusen konnte erwartungsgemäß 
keine spezifische Slack-Färbung festgestellt werden. Die Verifizierung der Slack-Expression 
im Striatum ermöglicht die nachfolgende experimentelle Untersuchung Slack-abhängiger 
Effekte in striatalem Gewebe.  
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Abbildung 4.1: Expressionsanalyse von Slack im Striatum adulter WT und Slack-KO Mäuse 
Immunhistochemische (IHC)- und Immunfluoreszenz (IF)-Färbung koronarer Gehirnschnitte von 
adulten WT- bzw. Slack
−/−
-Mäusen. A IHC-Nachweis von Slack-Kanälen im Gesamtgehirn (oben) bzw. 
im Striatum (unten) mit anti-Slack Primärantikörper (Neuromab, 1:200) und Biotin-anti-Maus-IgG 
(1:800). B IF-Färbung mit anti-Slack Primärantikörper (Neuromab, 1:100) und Alexa 555-anti-Maus 
IgG1Sekundärantikörper (1:800). Die Maßstabsbalken entsprechen in A 500 µm und in B 50 µm. 
 
 Einfluss von Slack auf die Neuroprotektion im Rahmen NMDA-4.1.2
induzierter Exzitotoxizität in vivo 
Um die Funktion des Slack-Kanals während der Exzitotoxizität in vivo zu untersuchen, 
wurden männliche WT und Slack-KO Wurfgeschwister im Alter von 10 bis 21 Tagen 
intrastriatalen NMDA- bzw. PBS-Mikroinjektionen (300 nl) (siehe 3.4.1) unterzogen. Dabei 
wurde zur OP-Kontrolle PBS injiziert. Dies ermöglicht die Abgrenzung des NMDA-induzierten 
Neuronenschadens von der Schädigung der Gehirnstruktur, bedingt durch die invasive 
Operation. Die Auswertung des Neuronenschadens erfolgte anhand von Nissl gefärbten 
Kryoschnitten. Die Quantifizierung des Läsionsareals wurde mit dem Computerprogramm 
Image J (siehe 2.1.2) durchgeführt. Dabei wurde nach Nissl-Färbung der Gehirnschnitte für 
jeden dritten Gehirnschnitt verblindet das Areal an geschädigter Hirnstruktur ausgemessen 
und anschließend das Läsionsvolumen berechnet (siehe 3.4.2). 
Des Weiteren wurde die neuronale Schädigung nach Prästimulation der Slack-Kanäle mit 
dem Slack-Aktivator Loxapin untersucht. Dazu wurde den Mäusen vor Beginn der striatalen 
NMDA-Injektion Loxapin i. p. verabreicht. Hintergrund des Experiments waren bereits 
publizierte Befunde die eine Potenzierung der Slack-anhängigen Neuroprotektion nach 
Aktivierung der Kanäle mit Loxapin in DRG-Neuronen zeigen (Lu et al. 2015). Die 
Durchführung sowie Auswertung des Experiments erfolgte analog zur oben beschriebenen 
PBS-/NMDA-Injektion ohne Loxapin. Die Ergebnisse der in vivo Exzitotoxizitätsuntersuchung 




Abbildung 4.2: Einfluss von Slack auf die NMDA-induzierte Neuronenschädigung in vivo 
A Repräsentative Nissl-Färbungen von Gehirnschnitten von WT- und Slack
−/−
-Mäusen nach striataler 
Mikroinjektion von PBS (Kontrolle) bzw. NMDA (20 nmol). Das ungefärbte Areal in der rechten 
Hemisphäre entspricht der Läsion. B und C Quantifizierung des Läsionsvolumens von WT- und 
Slack
−/−
-Mäusen nach B PBS- bzw. NMDA-Injektion und C Injektion von Loxapin i. p. vor Beginn der 
intrastriatalen PBS bzw. NMDA-Injektion. Maßstabsbalken in A entsprechen 1000 µm. (Es sind 
Mittelwerte ± SEM gezeigt; B PBS Kontrolle mit WT n=3, Slack-KO n=4 und NMDA mit WT n=7, 
Slack-KO n=10; C Loxapin Kontrolle mit WT n=4; Slack-KO n=4 und Loxapin + NMDA mit WT n=3; 
Slack-KO n=3; * p < 0,01) 
 
Sowohl in den WT- als auch Slack-KO Kontrolltieren zeigte sich 24 h nach Injektion von PBS 
ins Striatum nur eine kleine Läsion im Bereich der Einstichstelle der Injektionskanüle (siehe 
Abbildung 4.2 B; WT: 1,42 ± 0,14 mm3, Slack-KO: 1,31 ± 0,14 mm3). Erwartungsgemäß hatte 
die Deletion des Slack-Kanals keinen Einfluss auf die Läsionsgröße unter 
Kontrollbedingungen. Infolge der NMDA-Injektion ergaben sich sowohl für WT- als auch 
Slack KO Mäuse signifikant größere Läsionsareale als unter Kontrollbedingungen. Das 
Ausmaß der Schädigung wird einerseits durch den Einstich der Injektionskanüle und 
andererseits durch die NMDA-getriggerte Exzitotoxizität bestimmt. Slack-KO Mäuse zeigten 
infolge der Injektion von 20 nmol NMDA ins Striatum signifikant größere Gehirnläsionen als 
WT Tiere (siehe Abbildung 4.2 B; WT: 3,66 ± 0,049 mm3, Slack-KO: 5,34 ± 0,32 mm3; 
p=0,0133). Diese Befunde implizieren, dass Slack bei NMDA-induzierter Exzitotoxizität in 
vivo vor neuronalem Zelluntergang schützt. 
Die in Abbildung 4.2 C dargestellten Ergebnisse zeigen die durchschnittliche Gehirnläsion 
von WT bzw. Slack-KO Tieren nach striataler PBS- bzw. NMDA-Injektion und Vorbehandlung 
der Mäuse mit Loxapin. Während die i. p. Loxapingabe keinen Einfluss auf das 
Läsionsvolumen unter Kontrollbedingungen (PBS) hat, zeigen die Tiere beider Genotypen 
nach Loxapininjektion und NMDA-Exzitotoxizität vergleichsweise kleiner Läsionen als zuvor. 
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Diese Befunde bestätigen einerseits die Validität der angewandten OP-Methode. So sind die 
PBS-Läsionen dieser zweiten Kohorte vergleichbar mit denen des ersten Versuchs ohne 
Loxapinvorbehandlung. Auch wurden erneut keine genotypabhängigen Unterschiede im 
basalen Läsionsvolumen festgestellt (WT: 1,51 ± 0,15 mm3, Slack-KO: 1,69 ± 0,37 mm3). 
Dies lässt auf eine reproduzierbare Durchführung der striatalen Injektion schließen. Des 
Weiteren scheint der positive Effekt von Loxapin auf das NMDA-induzierte Läsionsareal nicht 
ausschließlich auf der Aktivierung von Slack-Kanälen zu beruhen, da dieser unabhängig vom 
Genotyp der Tiere beobachtet werden kann. Auch nach Loxapinvorbehandlung bleiben die 
Slack-mediierten Unterschiede in der Größe der NMDA-induzierten Läsion zwischen den 
Genotypen bestehen (WT: 2,00 ± 0,10 mm3, Slack-KO: 3,03 ± 0,08 mm3; p=0,0027). 
 Etablierung und Charakterisierung der primären cerebellären 4.2
Granularzellkultur 
Zur Aufklärung der Mechanismen über die die Slack-abhängige Neuroprotektion vermittelt 
wird, wurden analog zu den in vivo Exzitotoxizitätsuntersuchungen auch in vitro 
Exzitotoxizitätsversuche durchgeführt. Diese ermöglichten die gezielte Untersuchung des 
Einflusses von Slack auf die exzitotoxische Schädigung von Neuronen unabhängig von 
immunmodulatorischen Faktoren bzw. den Einflüssen anderer neuroprotektiver Systeme auf 
das Zellüberleben. Hierfür musste zunächst ein geeignetes Zellkultursystem etabliert 
werden. Erfahrungsgemäß (Contestabile 2002) eignen sich primäre cerebelläre 
Granularzellkulturen (CGC-Kulturen) besonders für exzitotoxische Untersuchungen (siehe 
1.6.1). 
 Nachweis des Anteils neuronaler Zellen in der primären CGC-Kultur 4.2.1
Bekannterweise ist der Anteil nicht-neuronaler Zellen in den primären CGC-Kulturen für die 
Ergebnisse der nachfolgenden Exzitotoxizitätsversuche von großer Bedeutung. Gliazellen, 
wie z. B. Astrozyten oder Mikroglia, nehmen sowohl unter physiologischen als auch 
pathologischen Bedingungen einen elementaren Einfluss auf verschiedene Prozesse 
innerhalb des ZNS. So konnte im Rahmen verschiedener Studien gezeigt werden, dass die 
Interaktion zwischen Neuronen und Gliazellen durch den direkten Zell-Zell-Kontakt oder 
durch die neuronale Freisetzung löslicher Faktoren Einfluss auf die Morphologie der 
Gliazellen (Matsutani und Yamamoto 1997) hat. Zudem bestimmen diese Kontakte die gliale 
und neuronale Expression spezifischer Glutamattransporter (Gegelashvili et al. 1997), die 
neuronale Sensitivität gegenüber Glutamat-induzierter Exzitotoxizität (Brown 1999), die 
Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren in Gliazellen (Pennypacker et al. 1996) und 
Neuronen (Kaltschmidt und Kaltschmidt 2000) sowie die neuronale Viabilität (Zhang und 
Fedoroff 1996). Gliazellen nehmen beispielsweise in Abhängigkeit von der Intensität des 
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exzitotoxischen Stimulus Einfluss auf die Reaktion von Neuronen auf diese exzitotoxische 
Stimulation. Dabei sind unterschiedliche Eigenschaften ruhender und aktivierter bzw. 
reaktiver Gliazellen von Bedeutung. Ruhende Gliazellen können durch die Sezernierung 
neurotropher Faktoren das Zellüberleben nach Zugabe niedriger Glutamatkonzentrationen 
positiv beeinflussen. Infolge der Stimulation mit hohen Konzentrationen an Glutamat 
hingegen kommt es zur Aktivierung der Gliazellen. Die nun reaktiven Gliazellen können zu 
einer gesteigerten Neurotoxizität beitragen (Perez-Capote et al. 2004). Um einen 
genotypabhängigen Einfluss der Gliazellen auf die nachfolgenden 
Exzitotoxizitätsuntersuchungen auszuschließen, wurde mittels IF-Färbungen der Anteil nicht-
neuronaler Zellen in den kultivierten primären CGC-Kulturen an DIV 7 bestimmt. Zur 
Differenzierung zwischen neuronalen und nicht-neuronalen Zellen wurden diese mit 
verschiedenen Primärantikörpern markiert. Hierfür wurde der Neuronenmarker  
anti-βIII-Tubulin sowie ein Antikörper gegen das saure Gliafaserprotein (anti-GFAP) 
(Materialien siehe 2.2.2), welches überwiegend von Astrozyten exprimiert wird, verwendet. 
 
Abbildung 4.3: Immunfluoreszensfärbung primärer cerebellärer Granularzellkulturen 
Bestimmung des Anteils neuronaler und nicht-neuronaler Zellen in CGC-Kulturen von WT-Mäusen 
(linke Spalte) bzw. Slack
−/−
-Mäusen (mittlere Spalte) an DIV 7. Immunfluoreszenzdoppelfärbung mit 
dem Neuronenmarker anti-βIII-Tubulin (1:200, rot) und dem Astrozytenmarker anti-GFAP (1:500, 
grün). Die mit Hoechst gegengefärbten Kerne erscheinen blau. Standardmäßig wurden bei jeder 
Färbung eine Kontrolle (rechte Spalte) mitgeführt, bei der die CGC-Kulturen mit Sekundärantikörper 
ohne vorherige Inkubation mit Primärantikörper inkubiert wurden. Diese zeigt nach Zugabe der beiden 
Sekundärantikörper keine Färbung. Die Maßstabsbalken entsprechen 25 µm.  
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Abbildung 4.3 zeigt einen repräsentativen Ausschnitt der IF-Ffärbung. Der anti-βIII-Tubulin 
Antikörper interagiert und markiert v. a. die Dendriten und Axone der Neurone, welche 
infolge der anti-Maus-Cy3 Sekundärantikörperinkubation optisch dargestellt werden konnten. 
Es ist ein gut ausgebildetes, dichtes, neuronales Netzwerk zu erkennen in dem nur 
vereinzelte Gliazellen erkennbar sind. Die mittels anti-GFAP und anti-Kaninchen-Alexa 488 
visualisierten Astrozyen zeigen eine sternförmige Morphologie mit zahlreichen dünnen und 
wenig verzweigten Zellfortsätzen. 
Die Quantifizierung des Anteils an Neuronen und Gliazellen erfolgte durch die Auszählung 
repräsentativer, gefärbter Ausschnitte von je drei WT und Slack-KO CGC-Kulturen (DIV 4). 
Dabei wurden pro Kultur zwischen 400 und 600 Zellen ausgezählt. Wie in der Masterarbeit 
von Frau K. Wild dargestellt beträgt der Anteil an Neuronen in WT und Slack-KO CGC-
Kulturen ~ 90 % und der nicht-neuronaler Zellen ~ 10 %. Es wurden keine 
genotypabhängigen Unterschiede in der Zusammensetzung der CGC-Kulturen festgestellt 
(Wild 2016). 
 Expressionsanalyse von Slack im Cerebellum und CGC-Kulturen 4.2.2
Neben der Bestimmung der Zellpopulation der CGC-Kulturen war der Nachweis der Slack-
Expression im Cerebellum bzw. in den cerebellären Granularzellen von großem Interesse für 
den weiteren Fortgang der vorliegenden Arbeit. Dieser erfolgte durch IHC-/IF-Färbung 
sagittaler Kryoschnitte adulter WT und Slack-KO Mäuse (Versuchsdurchführung siehe 3.3.2 
und 3.3.3) bzw. durch die IHC-Färbung von CGC-Kulturen (Versuchsdurchführung siehe 
3.3.5) beider Genotypen. Zudem wurden die Slack-mRNA-Expressionslevel aus RNA-
Proben des Cerebellums bzw. von primären CGC-Kulturen mittels quantitativer RT-PCR 
Analyse (Versuchsdurchführung siehe 3.7) bestimmt. Als Bezugsgen wurden die die 
Expressionslevel von HPRT bestimmt. Die Ergebnisse dieser Expressionsnachweise sind in 




Abbildung 4.4: Expressionsanalyse von Slack im Cerebellum und CGC-Kulturen 
Nachweis der Slack-Expression in sagittalen Gehirnschnitten adulter WT- bzw. Slack
−/−
-Mäuse, sowie 
in Kulturen primärer cerebellärer Granularzellen (CGC-Kulturen). Bestimmung der relativen Slack-
mRNA-Level mittels quantitativer RT-PCR. A IHC-Färbung bzw. B IF-Färbung von cerebellären 
Kryoschnitten mit anti-Slack Primärantikörper (Neuromab, 1:100) und Biotin-anti-Maus-IgG (1:800) 
bzw. Alexa 555-anti-Maus (1:800) Sekundärantikörper. Kernfärbung in B mit Hoechst. C IHC-Färbung 
von CGC-Kulturen an DIV 7. D und E Relative Slack-mRNA-Expressionslevel bezogen auf HPRT im 
D Cerebellum bzw. in E CGC-Kulturen. Die Maßstabsbalken entsprechen in A 200 μm und in B und C 
50 µm; gr = Granularzellschicht. (Es sind Mittelwerte ± SEM gezeigt; * p < 0,005) 
 
Sowohl die IHC- als auch IF-Färbungen der Gehirnschnitte zeigen eine Expression der 
Slack-Kanalproteine v. a. in der Granularzellschicht, aber auch in der Molekularschicht des 
Cerebellums. Die Granularzellschicht enthält die Somata der Granularzellen, während die 
cerebelläre Molekularschicht die Axone der Granularzellen und die Dendriten der 
Purkinjeneurone enthält. In der ungefärbten Purkinjezellschicht sind die Somata der 
Purkinjezellen lokalisiert. Die Ergebnisse der Färbungen deuten darauf hin, dass Slack-
Kanäle im Cerebellum in den Granularzellen, jedoch nicht in den Purkinjezellen exprimiert 
werden. Die Spezifität des verwendeten Primärantikörpers (anti-Slack, Neuromab, 
Versuchsdurchführung siehe 3.3.2 und 3.3.3) wurde durch die Kontrollfärbung von 
Gehirnschnitten von Slack-KO Mäusen verifiziert. Diese zeigen erwartungsgemäß keine 
Slack-Immunreaktivität. Zudem wurden für beide Genotypen Färbekontrollen mitgeführt, bei 
denen die Gehirnschnitte statt mit Primärantikörper nur mit Blockierungslösung inkubiert 
wurden. Diese Kontrollen zeigen ebenfalls keine spezifische Färbung, wodurch die Bindung 
des Sekundärantikörpers an unspezifische Epitope ausgeschlossen werden kann. In 
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Übereinstimmung mit den Ergebnissen der Färbung der Gehirnschnitte, war in den primären 
WT CGC-Kulturen ebenfalls eine spezifische Immunfärbung mit anti-Slack-B 
Primärantikörper (Bhattacharjee et al. 2002) zu beobachten. Interessanterweise wird Slack 
v. a. im Soma der cerebellären Granularzellneurone exprimiert. Die Färbungen der primären 
Slack-KO CGC-Kulturen weisen erwartungsgemäß keine spezifische Färbung auf. 
In Übereinstimmung mit den Ergebnissen der IHC-/IF-Färbungen wurden im Cerebellum 
adulter WT Mäuse relativ hohe Slack-mRNA-Expressionslevel bezogen auf HPRT  
(WT: 1,32 ± 0,24) detektiert. Auch in den an DIV 7 isolierten WT RNA-Proben aus CGC-
Kulturen wurden Slack-Transkripte nachgewiesen. Dabei muss angemerkt werden, dass sich 
die in den WT CGC-Kulturen nachgewiesenen Slack-mRNA-Expressionslevel deutlich 
geringer als in den Cerebellumproben darstellten. Weder in den RNA-Lysaten der Slack-KO 
Cerebelli noch in denen der Slack-KO CGC-Kulturen konnte Slack-mRNA detektiert werden. 
 Untersuchungen zum Einfluss des Slack-Kanals auf die 4.3
Exzitotoxizität in vitro 
 Auswirkung der Glutamat-induzierten Exzitotoxizität auf das 4.3.1
Zellüberleben 
Analog zu den in Abschnitt 4.1.2 dargestellten Ergebnissen sollte zunächst untersucht 
werden, ob sich die Deletion des Slack-Kanals negativ auf das neuronale Überleben 
während exzitotoxischer Stimulation von in vitro Kulturen auswirkt. In einem ersten Versuch 
wurde der Einfluss von Slack auf das neuronale Überleben primärer cerebellärer 
Granularzellen mittels vergleichender Analyse der Glutamat-induzierten Schädigung von WT 
und Slack-KO CGC-Kulturen untersucht. Dazu wurden die CGC-Kulturen an DIV 7 für 24 h 
mit unterschiedlichen Glutamatkonzentrationen (12,5 μM, 25 μM, 50 μM, 100 μM und 
200 μM) inkubiert. Im Anschluss an die Inkubationszeit fand die Quantifizierung des 
Zelltodes mittels LDH-Bestimmung statt (Materialien und Versuchsdurchführung siehe 2.2.5 




Abbildung 4.5: Relative LDH-Freisetzung nach Inkubation mit Glutamat 
Quantifizierung der relativen LDH-Aktivität infolge 24 h Glutamat-induzierter Exzitotoxizität. Die basale 
LDH-Aktivität in den WT und Slack-KO CGC-Kulturen war identisch. Für beide Genotypen konnten für 
alle Glutamatkonzentrationen signifikante Unterschiede in der relativen LDH-Aktivität im Vergleich zur 
Kontrolle festgestellt werden (Signifikanzen nicht gezeigt). Im Vergleich zur Kontrolle nimmt die 
relative LDH-Aktivität und somit das Ausmaß an Zelltod mit zunehmenden Glutamatkonzentrationen 
zu. Slack-KO CGCs zeigen im Vergleich zu WT CGCs für alle untersuchten Glutamatkonzentrationen 
eine Tendenz höherer LDH-Aktivitäten. Bei der Inkubation mit 100 µM Glutamat zeigt sich ein 
signifikanter Unterschied im Zellüberleben zwischen den Genotypen. (Es sind Mittelwerte ± SEM 
gezeigt; WT n=4 und Slack-KO n=6; * p < 0,05). 
 
Unter basalen Bedingungen (Erhaltungsmedium) sind keine genotypabhängigen 
Unterschiede in der relativen LDH-Aktivität (WT: 3,18 ± 0,26, Slack-KO: 3,71 ± 0,87, 
p = 0,64) erkennbar. Dies ermöglicht den nachfolgenden Vergleich beider Genotypen in 
Bezug auf Slack-abhängige Unterschiede im Rahmen exzitotoxischer Schädigung. Sowohl in 
den Slack-KO als auch in den WT CGC-Kulturen kommt es infolge der Inkubation mit 
Glutamat zur signifikanten Zunahme der freigesetzten Menge an LDH. Dabei kann eine 
Korrelation zwischen der applizierten Glutamatkonzentration und dem Ausmaß an relativer 
LDH-Aktivität festgestellt werden. So kommt es mit ansteigenden Glutamatkonzentrationen 
zu einem stetigen Anstieg der LDH-Konzentration und somit des neuronalen Zelltods. Für 
alle untersuchten Glutamatkonzentrationen im Bereich zwischen 12,5 μM und 200 μM kann 
für die Slack-KO CGC-Kulturen eine tendenziell höhere LDH-Freisetzung verzeichnet 
werden als für die WT CGC-Kulturen. Diese Tendenz unterschiedlicher neuronaler 
Schädigung von Slack-KO und WT CGC-Kulturen manifestiert sich in einem signifikanten 
Unterschied bei der Inkubation mit 100 μM Glutamat (WT: 29,35 ± 3,97, Slack-KO: 
40,27 ± 2,72, p < 0,05). Diese Ergebnisse deuten auf eine neuroprotektive Rolle des Slack-
Kanals im Rahmen exzitotoxischer in vitro Untersuchungen hin. Die Daten wurden mit 
Unterstützung von Nadine Frank im Rahmen ihrer Masterarbeit generiert (Frank 2016). 
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 Beteiligung verschiedener iGluRs an der Glutamat-induzierten 4.3.2
Exzitotoxizität 
Um herauszufinden, welchen Anteil die beiden ionotropen Glutamatrezeptoren AMPA und 
NMDA an der Glutamat-induzierten neuronalen Schädigung in den CGCs haben, wurde das 
Ausmaß der Exzitotoxizität in Abhängigkeit der NMDA- bzw. AMPA-Rezeptorblockade 
untersucht (Materialien und Versuchsdurchführung siehe 2.2.5 und 3.6.1). Die Ergebnisse 
der Untersuchung sind in Abbildung 4.6 dargestellt. 
 
Abbildung 4.6: Einfluss der iGluRs AMPA/NMDA auf die Glutamat-induzierte Exzitotoxizität 
Quantifizierung der relativen Menge der freigesetzten LDH nach Zugabe von MK-801, NBQX, 
Glutamat sowie Kombinationen aus Glutamat und MK-801 oder/und NBQX. Keine Unterschiede in 
den relativen LDH-Aktivitäten von WT und Slack-KO CGC-Kulturen unter Basalbedingungen sowie 
nach Inkubation mit MK-801 und NBQX. Die Applikation der NMDA-/AMPA-Rezeptorblocker MK-
801/NBQX hat keinen Einfluss auf das Zellüberleben. Co-Applikation von MK-801 und Glutamat 
resultiert in der Unterdrückung der Glutamat-induzierten Exzitotoxizität und führt in beiden Genotypen 
zu vergleichbaren LDH-Aktivitätsleveln wie unter Kontrollbedingungen. Co-Applikation von NBQX 
zusätzlich zu Glutamat hat keinen Einfluss auf das Zellüberleben. (Es sind Mittelwerte ± SEM gezeigt; 
WT n=7 und Slack-KO n=6; * p < 0,05). 
 
In Übereinstimmung mit den in Abschnitt 4.3.1 beschriebenen Ergebnissen werden unter 
Basalbedingungen (Erhaltungsmedium) keine genotypspezifischen Unterschiede in der 
relativen LDH-Aktivität (WT: 3,07 ± 0,27, Slack-KO: 3,25 ± 0,28, p = 0,67) und somit der 
Vitalität der CGC-Kulturen verzeichnet. Jedoch können nach Inkubation mit 100 µM Glutamat 
(in Übereinstimmung mit dem Experiment in Abbildung 4.5) aus den Überständen von Slack-
KO im Vergleich zu WT CGC-Kulturen signifikant größere Konzentrationen an freigesetzter 
LDH detektiert werden (WT: 24,90 ± 0,97, Slack-KO: 29,21 ± 1,43, p < 0,05). Die Applikation 
des NMDA-Rezeptorblockers MK-801 sowie des AMPA-Rezeptorantagonisten NBQX hat in 
Abwesenheit von Glutamat keinen Einfluss auf die Vitalität der Neurone. Im Vergleich zur 
Glutamat-induzierten LDH-Aktivität führte eine Co-Applikation des NMDA-Antagonisten  
MK-801 (10 µM) in Gegenwart von 100 µM Glutamat zu einer signifikante Reduktion  
(WT und Slack-KO p < 0,001) der Messwerte (WT: 4,41 ± 0,47, Slack-KO: 5,58 ± 0,69, 
p = 0,22). NBQX hatte dagegen keinen Einfluss auf das Zellüberleben von WT und Slack-KO 
CGC-Kulturen. Entsprechend ergab die Quantifizierung der LDH-Aktivität nach Co-
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Applikation von NBQX (10 µM) und 100 µM Glutamat (WT: 24,28 ± 0,84,  
Slack-KO: 29,38 ± 1,74) im Vergleich zur Glutamatstimulation der Zellen keine Unterschiede. 
Auch kann durch die gleichzeitige Blockade von NMDA- und AMPA-Rezeptoren (WT: 
3,81 ± 0,47; Slack-KO: 5,16 ± 0,76) keine nennenswerte Steigerung der Reduktion der 
relativen LDH-Aktivität im Vergleich zur alleinigen NMDA-Rezeptorblockade erzielt werden. 
Diese in Abbildung 4.6 dargestellten Daten verifizieren die in Versuch 4.3.1 aufgezeigten 
genotypabhängigen Unterschiede im Zellüberleben bei Glutamat-vermittelter Exzitotoxizität. 
Zudem liefern sie Evidenz dafür, dass die Glutamat-induzierte Neuronenschädigung in WT 
und Slack-KO CGCs v. a. durch die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren vermittelt wird. 
 Auswirkung der NMDA-Rezeptorstimulation auf das Zellüberleben 4.3.3
Aufgrund der in Abschnitt 4.3.2 dargestellten Ergebnisse wurde im Folgenden, der Einfluss 
der Slack-Kanäle auf die Zellvitalität im Verlauf der gezielten Aktivierung von NMDA-
Rezeptoren untersucht. Dazu wurden WT und Slack-KO CGC-Kulturen an DIV 7 für 24 h mit 
unterschiedlichen Konzentrationen an NMDA (25 µM, 50 µM, 100 µM, 300 µM und 500 µM) 
inkubiert. Anschließend wurde aus dem Zellüberstand mittels LDH-Assay die freigesetzte 
Menge an LDH bestimmt (Materialien und Versuchsdurchführung siehe 2.2.5 und 3.6.1). Die 
Ergebnisse der Quantifizierung der relativen LDH-Aktivität sind in Abbildung 4.7 
zusammengefasst. 
 
Abbildung 4.7: Relative LDH-Freisetzung nach Inkubation mit NMDA 
Quantifizierung der relativen LDH-Aktivität infolge 24 h NMDA-induzierter Exzitotoxizität. Keine 
Unterschiede in den relativen LDH-Aktivitäten von WT und Slack-KO CGC-Kulturen unter 
Basalbedingungen. In CGC-Kulturen beider Genotypen konnten für NMDA-Konzentrationen im 
Bereich zwischen 50 µM und 500 µM signifikant höhere relative LDH-Aktivitäten im Vergleich zur 
Kontrolle festgestellt werden (Signifikanzen nicht gezeigt). Im Vergleich zur Kontrolle nimmt die 
relative LDH-Aktivität und somit das Ausmaß an Zelltod mit zunehmender NMDA-Konzentration zu. 
Slack-KO CGCs zeigen im Vergleich zu WT CGCs für alle untersuchten NMDA-Konzentrationen eine 
Tendenz zur höheren LDH-Aktivität. Bei der Inkubation mit 50 µM, 100 µM und 300 µM NMDA zeigen 
sich signifikante Unterschiede im Zellüberleben zwischen den Genotypen. (Es sind Mittelwerte ± SEM 
gezeigt; WT n=7 und Slack-KO n=7; * p < 0,05 und ** p < 0,01). 
 
Wie bereits in den Abschnitten 4.3.1 und 4.3.2 beschrieben, bestehen unter 
Basalbedingungen (Erhaltungsmedium) keine Unterschiede in der Vitalität der kultivierten 
WT und Slack-KO Granularzellen (WT: 4,04 ± 0,27, Slack-KO: 5,53 ± 0,75). Nach Zugabe 
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unterschiedlicher NMDA-Konzentrationen und der dadurch induzierten exzitotoxischen 
Schädigung der CGCs kommt es zum Anstieg der relativen LDH-Aktivität. Dabei zeigen 
Slack-KO CGC-Kulturen für alle untersuchten Konzentrationen eine größere Sensitivität 
gegenüber NMDA als WT CGC-Kulturen. Dieser Unterschied ist bei 50 µM NMDA (WT: 
8,33 ± 1,38, Slack-KO: 14,40 ± 1,15, p < 0,01), 100 µM NMDA (WT: 13,00 ± 1,61, Slack-KO: 
18,32 ± 1,53, p < 0,05), sowie 300 µM NMDA (WT: 17,94 ± 1,33, Slack-KO: 25,09 ± 2,03, 
p < 0,05) signifikant. Diese Ergebnisse bestätigen die Annahme, dass Slack-Kanäle einen 
neuroprotektiven Beitrag im Rahmen der NMDA-Rezeptor abhängigen Exzitotoxizität liefern. 
Abbildung 4.8 zeigt die Degradierung des Netzwerks cerebellärer Granularzellen in 
Abhängigkeit von der NMDA-Inkubationsdauer. Zur Darstellung der Neuronenschädigung 
infolge der NMDA-induzierten Exzitotoxizität wurden die CGC-Kulturen zu unterschiedlichen 
Zeitpunkten einer IF-Färbung mit dem neuronenspezifischen Antikörper anti-βIII-Tubulin (rot) 
unterzogen (Material und Versuchsdurchführung siehe 2.2.2 und 3.3.6). Sowohl WT als auch 
Slack-KO CGC-Kulturen wurden nach Inkubation mit 300 µM NMDA für 1 h, 2 h, 6 h, 8 h und 
24 h fixiert und nachfolgend gefärbt. Die Zellkerne wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff 
Hoechst gegengefärbt (blau). Basal (Kontrolle) ist kein genotypabhängiger Unterschied in 
der Dichte und der Vernetzung der Neurone sowie in der Anzahl an Zellkernen ersichtlich. 
Die Kulturen beider Genotypen weisen ein intaktes neuronales Netzwerk auf. Mit 
fortschreitender Dauer der NMDA-Inkubation ist eine zunehmende Auflösung der netzartigen 
Verbindungen zwischen den Zellen erkennbar. Es kommt zur Fragmentierung der Dendriten 
und Axone. Außerdem kann im Verlauf der Exzitotoxizität eine zunehmende Kondensation 
der Zellkerne festgestellt werden. Am deutlichsten zeigt sich der Verlust der neuronalen 
Struktur nach 24 h. Es sind nur noch kleine Bruchstücke des Neuronennetzwerks vorhanden. 
Anhand der Färbungen ist die Beurteilung möglicher Unterschiede zwischen WT und Slack-





Abbildung 4.8: Zeitverlauf der NDMA-Rezeptor-abhängigen Exzitotoxizität in CGC-Kulturen 
Repräsentative IF-Färbungen des zeitlichen Verlaufs der NMDA-Exzitotoxizität in WT und Slack-KO 
CGC-Kulturen. Inkubation der Kulturen beider Genotypen mit 300 µM NMDA für 1 h bis 24 h.  
IF-Färbung der Neurone mit anti-βIII-Tubulin Primärantikörper (rot, 1:200) und anti-Maus-Cy3 
Sekundärantikörper nach 0 h (Basal), 1 h, 2 h, 6 h, 8 h und 24 h NMDA. Die Zellkerne wurden mit 
Hoechst gegengefärbt (blau). Die Maßstabsbalken entsprechen 25 µm. 
 
 Zusammensetzung der ionotropen Glutamatrezeptoren in CGC-Kulturen 4.3.4
Funktionelle ionotrope Glutamatrezeptoren bestehen aus vier gleichen oder 
unterschiedlichen Untereinheiten. Die Zusammensetzung der Tetramere ist dabei 
maßgeblich für die elektrophysiologischen Eigenschaften der Rezeptoren, wie beispielsweise 
die Aktivierbarkeit, die Leitfähigkeit sowie die Permeabilität von Na+-, K+- und Ca2+-Ionen, 
verantwortlich (Dingledine et al. 1999, Madry et al. 2007, Traynelis et al. 2010). Hierbei ist zu 
beachten, dass AMPA-Rezeptoren, welche die GluA2-Untereinheit exprimieren, nur wenig 
bis gar nicht permeabel für Ca2+-Ionen sind (Wright und Vissel 2012). Zudem ist bekannt, 
dass die NMDA-Rezeptoruntereinheit GluN2B vor allem im embryonalen Gehirn exprimiert 
wird, während GluN2A-Transkripte vor der Geburt nicht nachgewiesen werden können. 
Postnatal kommt es dann zu einer Abnahme der Expression der GluN2B-Untereinheit und im 
Gegenzug zur Zunahme der Expression der GluN2A-Untereinheit (Monyer et al. 1994) (siehe 
1.3.1). Um zu überprüfen, ob die genotypabhängigen Unterschiede der NMDA-induzierten 
exzitotoxischen Schädigung auf einer unterschiedlichen Zusammensetzung der 
Glutamatrezeptoren beruhen, war es von großem Interesse, die Expressionslevel der 
verschiedenen Rezeptoruntereinheiten in den WT und Slack-KO CGC-Kulturen zu 
bestimmen. Mittels qRT-PCR Expressionsanalyse wurden die mRNA-Level der AMPA-
Rezeptoruntereinheiten (GluA1 und GluA2) sowie der NMDA-Rezeptoruntereinheiten 
(GluN1, GluN2A und GluN2B) untersucht (Materialien und Versuchsdurchführung siehe 2.2.7 
und 3.7). Die Ergebnisse der Expressionsanalyse sind in Abbildung 4.9 dargestellt. 
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Abbildung 4.9: Expressionslevel der AMPA-/NMDA-Rezeptoruntereinheiten 
Basal sind keine genotypspezifischen Unterschiede in der mRNA-Expression der verschiedenen 
AMPA-/NMDA-Rezeptoruntereinheiten feststellbar. Untersuchte AMPA-Rezeptoruntereinheiten: GluA1 
und GluA2, NMDA-Rezeptoruntereinheiten: GluN1, GluN2A und GluN2B. (Es sind Mittelwerte ± SEM 
gezeigt; WT n=4 und Slack-KO n=5). 
 
Unter Basalbedingungen war in den DIV 7 CGC-Kulturen kein genotypspezifischer 
Unterschied in der relativen mRNA-Expression der iGluR-Untereinheiten detektierbar (siehe 
Abbildung 4.9). Mittels qRT-PCR wurden relativ große mRNA-Expressionslevel an GluA2- 
sowie GluN1-Transkripten (GluA2 WT: 0,4885 ± 0,0638, Slack-KO: 0,4746 ± 0,0796;  
GluN1 WT: 0,3477 ± 0,0411, Slack-KO: 0,4022 ± 0,0547) nachgewiesen. Darüber hinaus ist 
die mRNA-Expression der GluA2-Untereinheit im Vergleich zu der von GluA1  
(WT: 0,0683 ± 0,0089, Slack-KO: 0,0685 ± 0,0088) signifikant größer (Signifikanz nicht 
gezeigt). Die Expressionsdaten deuten daraufhin, dass sowohl WT als auch Slack-KO CGC-
Kulturen hauptsächlich AMPA-Rezeptoren exprimieren die GluA2-Untereinheiten enthalten 
und somit impermeabel für Ca2+-Ionen sind. Da die Ca2+-Überladung der Zelle maßgeblich 
zum exzitotoxischen Zelltod beiträgt, ist es aufgrund dieses Befunds nicht verwunderlich, 
dass die spezifische Blockade von AMPA-Rezeptoren nur einen gerinen Einfluss auf die 
Glutamat-vermittelte Exzitotoxizität hat (siehe Abbildung 4.6). Auch scheint die Deletion des 
Slack-Kanals in CGCs keinen Einfluss auf das alters- und entwicklungsabhängige 
Umschalten in der Expression der GluN2-Untereinheiten von GluN2A zu GluN2B zu haben. 
Entsprechend konnte zumindest an DIV 7 kein genotypspezifischer Unterschied in den 
mRNA-Expressionslevel von GluN2A (WT: 0,0598 ± 0,0080, Slack-KO: 0,0626 ± 0,0075) und 
GluN2B (WT: 0,0265 ± 0,0028, Slack-KO: 0,0233 ± 0,0026) festgestellt werden. 
 Einfluss des Slack-Kanals auf den [Ca2+]i-Anstieg infolge der NMDA-4.3.5
Rezeptorstimulation 
[Ca2+]i-aktivierte Effektormechanismen spielen im Zuge der NMDA-Rezeptor-vermittelten 
neuronalen Schädigung sowie dem dadurch bedingten Zelltod eine wichtige Rolle (siehe 1.4) 
(Choi 1992, Meldrum 2000, Gillessen et al. 2002, Arundine und Tymianski 2003). 
Bekanntermaßen können K+-Ionenkanäle, wie beispielsweise der Na+-aktivierte K+-Kanal 
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Slack, durch ihre Membran re- bzw. hyperpolarisierenden Eigenschaften zelluläre  
Ca2+-abhängigen Signalkaskaden beeinflussen. Daher sollte im Rahmen diese Arbeit 
untersucht werden, ob die genetische Ablation des Slack-Kanals in CGC-Kulturen zu 
veränderten [Ca2+]i-Leveln während der NMDA-Stimulation führt. Dazu wurden zwei 
unterschiedliche experimentelle Konfigurationen zur Bestimmung des NMDA-Rezeptor-
induzierten Anstiegs der [Ca2+]i angewendet. 
Zunächst wurde die Änderung der [Ca2+]i (FL Ratio 340/380) infolge der Stimulation der 
CGC-Kulturen mit 100 µM bzw. 300 µM NMDA bestimmt (siehe 3.9.2). Dabei sollte der 
Einfluss der Slack-Deletion auf die NMDA-induzierte Zunahme der [Ca2+]i-Level überprüft 
werden. Durch Co-Applikation des NMDA-Rezeptorblockers MK-801 sollte zudem untersucht 
werden, ob es sich dabei um einen NMDA-Rezeptor spezifischen Effekt handelt. Dies würde 
die in Abschnitt 4.3.2 beschriebenen Befunde, die einer Inhibierung der Neurotoxizität infolge 
der Blockade des NMDA-Rezeptors zeigen, belegen. Die Ergebnisse der Messungen der 
NMDA-induzierten [Ca2+]i-Änderung sind in Abbildung 4.10 dargestellt. 
 
Abbildung 4.10: Änderung der FL Ratio 340/380 in Abhängigkeit der NMDA-Stimulation 
Applikation von A 100 µM und B 300 µM NMDA-Lösung führt zur Zunahme der FL Ratio 340/380. 
Dieser Effekt kann durch die Co-Applikation des NMDA-Rezeptorblockers MK-801 antagonisiert 
werden. Das Ausmaß der Zunahme der FL Ratio 340/380 ist abhängig von der NMDA-Superfusion.  
C Der maximale Anstieg (Rmax) der FL Ratio 340/380 korreliert mit der Menge an appliziertem NMDA. 
WT und Slack-KO CGC-Kulturen zeigen einen signifikant größeren maximalen Anstieg nach 
Applikation von 300 µM NMDA als nach 100 µM NMDA-Superfusion. D Die Fläche unter der 
Messkurve (AUC) für das Messintervall ∆t = 2 - 7 min ist für WT CGCs nach Applikation von 300 µM 
NMDA signifikant größer als für 100 µM NMDA. (Es sind Mittelwerte ± SEM gezeigt; 100 µM: WT 
n=6/23 und Slack-KO n=4/14; 300 µM: WT n=6/19 und Slack-KO n=4/12; * p < 0,05) 
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Durch die NMDA-vermittelte Aktivierung von NMDA-Rezeptoren kommt es zum Einstrom von 
Ca2+ in die Zelle. Dies führt zum Anstieg der [Ca2+]i, wodurch sich das Verhältnis von freiem 
zu mit Ca2+-Ionen komplexierten Fura-2 in Richtung Fura-2-Ca2+-Komplex verschiebt. Dieser 
wird bei einer Wellenlänge von 340 nm angeregt. Daher kann infolge des Anstiegs der [Ca2+]i 
eine Zunahme des Verhältnisses der Fluoreszenzintensität bei Anregungswellenlängen von 
340 nm bzw. 380 nm (FL Ratio 340/380) verzeichnet werden. In Abbildung 4.10 A und B ist 
die Änderung der FL Ratio 340/380 gegen die Messdauer aufgetragen. Das innerhalb der 
ersten 2 min bestimmte Fluoreszenzverhältnis, welches während der konstanten Zufuhr von 
Erhaltungsmedium bestimmt wird, wiederspiegelt die basale [Ca2+]i. Dabei konnten keine 
genotypabhängigen Unterschiede festgestellt werden. Anschließend erfolgt die 3-minütige 
Applikation von entweder 100 µM (siehe Abbildung 4.10 A) bzw. 300 µM (siehe Abbildung 
4.10 B) NMDA-Lösung. Direkt nach Beginn dieser NMDA-Inkubationsphase kommt es 
bedingt durch den Ca2+-Einstrom zu einem schnellen Anstieg der FL Ratio 340/380. Dabei 
korreliert das Ausmaß des Anstiegs der Fluoreszensratio mit der Menge an appliziertem 
NMDA. So ist die Zunahme der Ratio bei 300 µM NMDA deutlich größer als bei 100 µM 
(siehe Abbildung 4.10 A und B). Der Verlauf der Messkurven von WT bzw. Slack-KO CGCs 
hingegen ist nahezu deckungsgleich. Interessanterweise kann für CGC-Kulturen beider 
Genotypen während der andauernden Stimulation mit 300 µM NMDA-Lösung eine leichte 
Abnahme der Fluoreszenzratio beobachtet werden. Diese Änderung der [Ca2+]i könnte auf 
eine Desensitisierung der NMDA-Rezeptoren oder aber die Aufnahme des Ca2+ in 
intrazelluläre Speicher hindeuten. Im Anschluss an die NMDA-Stimulation erfolgt die  
Co-Applikation von NMDA in Kombination mit 2 µM MK-801-Lösung. Die gleichzeitige 
Superfusion des NMDA-Rezeptorantagonisten führt zur zügigen Abnahme des 
Fluoreszenzverhältnisses 340/380 in Gegenwart von NMDA. Diese Beobachtung ist auf die 
nicht-kompetitive Blockade der NMDA-Rezeptoren durch MK-801 zurückzuführen. Nach 
einer Versuchsdauer von ca. 7 min ist das Fluoreszenzverhältnis der WT und Slack-KO 
CGC-Kulturen, welches stellvertretend für die intrazelluläre Ca2+-Ionenkonzentration steht, 
wieder auf dem Basalniveau angelangt. Dabei ist die MK-801-induzierte Abnahme der FL 
Ratio 340/380 unabhängig von der maximalen Ratio (Rmax). Zwar können nach Applikation 
von 300 µM NMDA signifikant höherer FL Ratio 340/380 Werte als nach 100 µM NMDA 
Superfusion (t = 5 min) beobachtet werden, jedoch kommt es trotz dieses 
konzentrationsabhängigen Unterschieds im Verlauf der MK-801 Superfusion zu einer 
vergleichbaren Abnahme der FL Ratio 340/380. Alle in Abbildung A und B dargestellten 
Kurven erreichen zum gleichen Zeitpunkt (t = 7 min) wieder das Basalniveau und somit die 
gleiche [Ca2+]i. Neben dem Fluoreszenzverhältnis wurde für beide Versuchsansätze auch der 
maximale Anstieg des Fluoreszenzverhältnisses (FL Rmax 340/380) sowie die AUC nach 
Superfusion mit NMDA-haltiger Pufferlösung bestimmt. Für die Bestimmung der Rmax wird die 
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Differenz zwischen maximaler FL Ratio 340/380 und der Baseline (FL Ratio 340/380 für 
∆t = 0 - 2 min) berechnet, die Analyse der AUC erfolgt für das Messintervall ∆t = 2 - 7 min. 
Die Ergebnisse dieser beiden Quantifizierungsmethoden sind in Abbildung 4.10 C und D 
dargestellt. Diese zeigen für WT CGCs eine signifikanten Zunahme der Rmax sowie der AUC 
in Abhängigkeit von der NMDA-Konzentration (100 µM NMDA: Rmax: 3,39 ± 0,31,  
AUC: 10,91 ± 0,66; 300 µM NMDA: Rmax: 4,65 ± 0,32, AUC: 13,44 ± 0,63). Für die Slack-KO 
CGCs kann bei Applikation von 300 µM im Vergleich zu 100 µM NMDA ebenfalls ein Anstieg 
dieser beider Parameter beobachtet werden. Jedoch ist dieser Unterschied nicht signifikant 
(100 µM NMDA: Rmax: 3,66 ± 0,15, AUC: 11,27 ± 0,60; 300 µM NMDA: Rmax: 4,37 ± 0,11, 
AUC: 12,97 ± 0,35). Auch ergeben sich für keinen dieser Parameter signifikante 
genotypabhängige Unterschiede. Dies führt zur Annahme, dass Slack unter den gewählten 
Versuchsbedingungen (3-minütige NMDA-Rezeptorstimulation) keinen Einfluss auf die 
NMDA-induzierte Zunahme der [Ca2+]i hat. 
In einem weiteren Versuchsaufbau wurden die WT und Slack-KO Kulturen wiederholt mit 
300 µM NMDA superfundiert (Versuchsdurchführung siehe 3.9.2). Dabei sollte untersucht 
werden, ob sich bei repetetiver Stimulation Slack-abhängig Unterschiede in der 
Aktivierbarkeit bzw. Desensitisierung der NMDA-Rezeptoren ergeben. Einige Arbeiten 
beschreiben auch, dass eine wiederholte Stimulation mit exzitotxischen 
Glutamatkonzentrationen zu einer anhaltenden Aktivierung der NMDA-Rezeptoren führt 
(Glaum und Miller 1992). Zur Analyse der Daten dieser Messreihe wurden die gleichen 
Parameter wie in Abbildung 4.10 dargestellt bestimmt (siehe Abbildung 4.11). 
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Abbildung 4.11: Bestimmung der FL Ratio 340/380 bei wiederholter NMDA-Stimulation 
A Darstellung der FL Ratio 340/380 im Verlauf der wiederholten Superfusion der CGC-Kulturen mit 
300 µM NMDA für jeweils 3 min. B Sowohl in WT als auch Slack-KO CGC-Kulturen ist der maximale 
Anstieg (Rmax) der FL Ratio 340/380 für den ersten Peak signifikant größer als für den zweiten Peak. 
Die Unterschiede zwischen den Genotypen waren nicht signifikant. C Die Fläche unter der Messkurve 
(AUC) für das Messintervall ∆t = 2 - 15 min (Peak 1) ist für CGCs beider Genotypen größer als die 
AUC für das Messintervall ∆t = 15 - 28 min (Peak 2). (Es sind Mittelwerte ± SEM gezeigt; WT n=5/14 
und Slack-KO n=5/16; * p < 0,05) 
 
Die ersten 2 min der in Abbildung 4.11 A dargestellten FL Ratio 340/380 dienen erneut der 
Bestimmung des Fluoreszenzverhältnisses von an Ca2+-gebundenem zu ungebundenem 
Fura-2-AM unter Basalbedingungen (Basalniveau). Anschließend erfolgt die erste 
Stimulation mit 300 µM NMDA. Nach einer 10-minütigen Auswaschphase mit 
Erhaltungsmedium erfolgte die wiederholte Superfusion mit NMDA-haltiger Pufferlösung. 
Dem schließt sich eine zweite Auswaschphase von erneut 10 min an. Die Verläufe der 
Messkurven von WT und Slack-KO CGC-Kulturen sind sowohl für die erste als auch zweite 
Stimulations- bzw. Auswaschphasen nahezu identisch. Erneut war direkt nach Beginn der 
Superfusion mit NMDA-Lösung ein schneller Anstieg des Fluoreszenzverhältnisses 340/380 
und somit eine Zunahme der [Ca2+]i zu beobachten. Dabei wird nach 1- bis 2-minütiger 
NMDA-Zufuhr (t = 3 - 4 min und t =15 - 18 min) ein Maximum des Verhältnisses der 
Fluoreszenzintensität bei 340/380  erreicht. Anschließend ist wie im Experiment zuvor auch 
eine leichte Abnahme der Fluoreszenzratio trotz andauernder Stimulation mit NMDA zu 
beobachten. Diese Abnahme in der Ratio steht für eine verminderte Konzentration freier 
intrazellulärer Ca2+-Ionen, was eventuell durch eine Desensitisierung der NMDA-Rezeptoren 
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und den dadurch bedingten verminderten Einstrom von Ca2+ begründet werden kann. 
Während der ersten Auswaschphase mit Erhaltungsmedium kommt es in den Kulturen 
beider Genotypen erwartungsgemäß zur Abnahme der Fluoreszenzratio. Nach Erreichen 
des Basisniveaus erfolg die zweite Superfusion mit NMDA-Pufferlösung. Sowohl in WT als 
auch Slack-KO CGCs war der Maximalwert der Fluoreszenzratio nach wiederholter NMDA 
Superfusion niedriger (siehe auch Abbildung 4.11 B). Entsprechend waren die Rmax-Werte 
beider Genotypen für den ersten Peak signifikant größer (WT: 5,15 ± 0,31, p = 0,042;  
Slack-KO: 4,46 ± 0,32, p = 0,024) als für den zweiten Peak (WT: 4,01 ± 0,29;  
Slack-KO: 3,32 ± 0,17). Außerdem ist eine Tendenz zu einem genotypabhängigen 
Unterschied im Verlauf der Fluorenzenzmesskurven zu beobachten. Wie in Abbildung 4.11 A 
dargestellt verläuft die Messkurve der FL Ratio 340/380 der Slack-KO CGCs während des 
gesamten Messzeitraums leicht unterhalb der Kurve der WT CGCs. Diese Differenz in der 
FL Ratio 340/380 konnte durch die Analyse der Rmax bestätigen werden (siehe Abbildung 
4.11 B). Auch die AUCs der Messkurven beider Genotypen differieren leicht voneinander. So 
wurden für Slack-KO CGC-Kulturen kleinere Werte (Peak 1: 23,18 ± 0,83; Peak 2: 
21,54 ± 0,78) berechnet als für WT CGCs (Peak 1: 25,50 ± 1,04; Peak 2: 22,06 ± 1,15). 
Keiner der vorbezeichneten Unterschiede zwischen den Genotypen erreichte das 
Signifikanzniveau. 
 Expressionsanalyse neuronal exprimierter Slo-Kaliumkanäle nach 4.3.6
NMDA-Exzitotoxizität 
Neben dem Slack-Kanal werden noch zwei weitere Vertreter der Slo-Kaliumkanalfamilie, der 
Slick- und BK-Kanal, neuronal exprimiert. Dem BK-Kanal wurde im Rahmen verschiedener 
Experimente bereits eine neuroprotektive Rolle zugesprochen (Kulawiak et al. 2008, Liao et 
al. 2010, Mancini et al. 2014). Darüber hinaus ist bekannt, dass die Aktivierung von Slack- 
und Slick-Kanälen zur anhaltenden Hyperpolarisation der Zellmembran und somit zur 
Regulation der neuronalen Erregbarkeit beiträgt. [Ca2+]i kann als second messenger Molekül 
zur Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren führen und so die Expression 
unterschiedlicher Gene beeinflussen (Sheng et al. 1990, Xia et al. 1996). Bekanntermaßen 
kommt es im Verlauf exzitotoxischer Prozesse zur Regulation der Genexpression. So wurde 
infolge exzessiver NMDA-Stimulation beispielsweise eine Hochregulation sogenannter 
immediate early genes beobachtet (Shan et al. 1997). Aufgund dessen sollte im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit überprüft werden, ob es im Laufe der NMDA-induzierten Exzitotoxizität 
zu Veränderungen in der Expression der neuronal exprimierten Slo-Kaliumkanäle kommt. 
Eine gesteigerte Genexpression der Slo-Transkripte sowie eine nachfolgend erhöhte 
Abundanz der Kanäle wären ein denkbarer Gegenregulationsmechanismus bei 
Exzitotoxizität. Zur Untersuchung dieser Hypothese wurden vor Beginn (0 h, Basal) sowie 
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nach einer Inkubationsdauer von 1 h, 6 h und 24 h mit 300 µM NMDA-Lösung RNA-Proben 
von WT und Slack-KO CGC-Kulturen isoliert. Anschließend wurden die mRNA-
Expressionslevel von Slack, Slick und BK zum Zeitpunkt der Probenisolation bestimmt 
(Material und Versuchsdurchführung siehe 2.2.7 und 3.7). Die Ergebnisse der 
Expressionsanalysen unter Basalbedingungen sowie in Abhängigkeit der NMDA-induzierten 
Exzitotoxizität sind in Abbildung 4.12 dargestellt. 
 
Abbildung 4.12: Expressionsanalyse der Slo-Kaliumkanäle unter Basalbedingungen und im 
Verlauf der NMDA-Exzitotoxizität 
Relative mRNA-Expressionslevel von A Slack, B Slick und C BK in WT und Slack-KO CGC-Kulturen 
unter basalen Kultivierungsbedingungen. Veränderung der Expressionslevel (Fold Change, FC) von A 
Slack, B Slick und C BK, in Abhängigkeit der Dauer der NMDA-Exzitotoxizität in WT und Slack-KO 
CGC-Kulturen. (Es sind Mittelwerte ± SEM gezeigt; WT n=6-8 und Slack-KO n=8-9; * p < 0,05, 
*** p < 0,001; # steht für die Zunahme (p < 0,05) und $ für Abnahme (p < 0,05) der Expressionslevel 
im Vergleich zur basalen Expression). 
 
Slack-mRNA-Transkripte waren in den WT CGCs (0,0183 ± 0,0025) aber nicht in den 
entsprechenden Slack-KO Kulturen nachweisbar (siehe 4.2.2 und Abbildung 4.12 A). 
Außerdem bestätigen die hier dargestellten Befunde die mRNA-Expression der ebenfalls zur 
Slo-Genfamilie zählenden Slick- und BK-Kanäle in CGCs (siehe Abbildung 4.12 B und C). 
Offensichtlich hat die genetische Ablation von Slack keinen Einfluss auf die basale mRNA-
Expression der verwandten Ionenkanäle. Die detektierten mRNA-Expressionslevel von Slick  
(WT: 0,0076 ± 0,0013, Slack-KO: 0,0056 ± 0,0009) sind etwas geringer als die von Slack. Im 
Gegensatz dazu konnten hohe BK-mRNA-Expressionslevel in den kultivierten CGCs beider 
Genotypen nachgewiesen werden (WT: 0,5434 ± 0,0678, Slack-KO: 0,4489 ± 0,0788). 
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Dieser im Rahmen der vorliegenden Arbeit erbrachte Expressionsnachweis von BK-mRNA in 
cerebellären Neuronen bestätigt bereits publizierte Befunde, die mittels IF- und DAB-
Färbung eine Expression des Kanals in cerebellären Granularzellen nachgewiesen haben 
(Sausbier et al. 2005). 
Im Verlauf der NMDA-Exzitotoxizitätsstudien kommt es zu einer Zunahme der Slack-mRNA-
Expressionslevel (siehe Abbildung 4.12 D). Bereits nach 1 h (FC WT: 1,2262 ± 0,1028), 
insbesondere jedoch nach 6 h NMDA-Applikation (FC WT: 2,4248 ± 0,4790) kann eine 
signifikante Steigerung der Slack-mRNA-Expressionslevel verzeichnet werden. Nach 24 h 
NMDA-Exposition entsprechen die Expressionslevel (FC WT: 0,9389 ± 0,1707) wieder dem 
Basalniveau. Entsprechend der Erwartungen ist zu keinem der untersuchten Zeitpunkte eine 
Expression von Slack-mRNA in Slack-KO Kulturen nachweisbar. 
Für die Änderung der Slick-mRNA-Expressionslevel in Abhängigkeit der NMDA-Stimulation 
kann ein simultaner Verlauf wie für Slack beobachtet werden (siehe Abbildung 4.12 E). 
Dabei sind keine genotypabhängigen Unterschiede in der Zunahme der Expressionslevel 
detektierbar. Bereits nach 1 h NMDA-Inkubation ist in WT und Slack-KO CGC-Kulturen eine 
geringe, aber dennoch signifikante Zunahme der Slick-mRNA-Expressionslevel erkennbar 
(FC WT: 1,3309 ± 0,1338; FC Slack-KO: 1,1956± 0,0718). Nach 6 h NMDA-Stimulation ist 
der Fold Change im Vergleich zur basalen Expression am größten (FC WT: 1,9467 ± 0,1243; 
FC Slack-KO: 1,5255 ± 0,1473). Die Slick-Expressionslevel beider Genotypen nehmen nach 
einer Inkubationsdauer von 24 h wieder ab, sind im Vergleich zur Expression unter 
Kontrollbedingungen jedoch immer noch signifikant erhöht (FC WT: 1,5509 ± 0,1741;  
FC Slack-KO: 1,4827 ± 0,1586). Diese Expressionsanalyse zeigt auf, dass es weder unter 
Basalbedingungen noch während exzitotoxischer Stimulation zu einer kompensatorischen 
Regulation der Slick-mRNA-Expression in den Slack-KO Kulturen kommt. 
Analog zu den Expressionsdaten von Slack und Slick ist nach 1 h NMDA-Inkubation eine 
signifikante Zunahme der BK-mRNA-Expression festzustellen (FC WT: 1,5927 ± 0,1363;  
FC Slack-KO: 1,2618 ± 0,0545) (siehe Abbildung 4.12 F). Im Gegensatz zu den Slack- und 
Slick-mRNA-Leveln nimmt die mRNA-Expression von BK im Verlauf der Exzitotoxizität nicht 
weiter zu. Nach 6 h Inkubation mit NMDA kann im WT eine geringe Reduktion der BK-
mRNA-Expressionslevel im Vergleich zu den Expressionsleveln nach 1 h NMDA 
nachgewiesen werden (FC WT: 1,2094 ± 0,1309). Die BK-mRNA-Expressionslevel der 
Slack-KO Kulturen sind im Vergleich zur basalen BK-Expression zu diesem Zeitpunkt sogar 
signifikant reduziert (FC Slack-KO: 0,6037 ± 0,0853). Nach 24 h NMDA-Exzitotoxizität 
werden sowohl im Slack-KO als auch im WT signifikant reduzierte BK-mRNA-
Expressionslevel (FC WT: 0,4644 ± 0,1135, FC Slack-KO: 0,2438 ± 0,0280) detektiert. 
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 Einfluss der Slack-Ablation auf die mRNA-Transkription pro- und anti-4.3.7
apoptotischer Faktoren 
Wie in Abschnitt 1.4 ausführlich geschildert kommt es im Zuge der Exzitotoxizität zu 
nekrotischen und apoptotischen Zelltodmechanismen. Optisch lassen sich diese beiden 
schädigenden Prozesse in der Regel leicht voneinander unterscheiden. So führt die Nekrose 
zu einer Schwellung der Zelle sowie der Zellorganellen und zur Ruptur der Plasmamembran, 
während es im Rahmen der Apoptose zur Kondensation des Zellkerns sowie dem Abbau der 
DNA durch Endonukleasen kommt (siehe 1.4.4). Da mittels LDH-Assay hauptsächlich der 
Anteil an nekrotischem Zelltod bestimmt wird, war es von großem Interesse auch Prozesse 
zu untersuchen die zum apoptotischen Zelltod beitragen. Aufgrund dessen wurden die 
mRNA-Expressionslevel von Proteinen der Bcl-2 Familie in Abhängigkeit von der Dauer der 
NMDA-Exzitotoxizität untersucht. Hierbei lag der Fokus v. a. auf der mRNA-
Expressionsanalyse der antiapoptotisch agierenden Bcl-2 und Bcl-xL Faktoren sowie der 
Apoptose-fördernden Proteine Bax und Bad. Die relativen mRNA-Expressionslevel in Bezug 
auf HPRT, sowie die Änderung der Expression dieser im Verlauf der Exzitotoxizität sind in 
Abbildung 4.13 bzw. Abbildung 4.14 dargestellt. 
 
Abbildung 4.13: Expressionsanalyse verschiedener pro- und antiapoptotischer Gene 
A Relative mRNA-Expressionslevel der proapoptotischen Proteine Bad und Bax sowie der Apoptose-
Repressoren Bcl-2 und Bcl-xL unter basalen Kultivierungsbedingungen. B Ratios der mRNA-
Expressionslevel der pro-/antiapoptotischen Faktoren. (Es sind Mittelwerte ± SEM gezeigt; WT n=4 
und Slack-KO n=5). 
 
Die Expressionsanalyse der basalen mRNA-Expressionslevel von Bad, Bax, Bcl-2 sowie Bcl-
xL offenbaren unter Kultivierungsbedingungen keine genotypspezifischen Unterschiede in 
den mRNA-Level. In WT sowie Slack-KO CGC-Kulturen können im Vergleich zur mRNA-
Expression von Bax (WT: 0,1315 ± 0,0114; Slack-KO: 0,1422 ± 0,0120) und Bcl-xL  
(WT: 0,1271 ± 0,0116; Slack-KO: 0,1338 ± 0,0109) nur geringe Mengen an Bad-  
(WT: 0,0250 ± 0,0036, Slack-KO: 0,0232 ± 0,0010) und Bcl-2-mRNA (WT: 0,0369 ± 0,0021, 
Slack-KO: 0,0370 ± 0,0015) detektiert werden. Diese Apoptose-beeinflussenden Proteine, 
deren Genexpression im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde, können einerseits Homo- 
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und andererseits Heterodimer ausbilden. Bekannterweise kommt es durch die Bildung von 
Heterodimeren, bestehend aus dem proapoptotischen Bax-Protein und den Apoptose-
Repressoren Bcl-2 oder Bcl-xL, zur Hemmung des programmierten Zelltods. Sie fungieren 
somit als Antagonisten zu dem Bax-Homodimeren (Oltval et al. 1993, Andreu-Fernández et 
al. 2017). Die Bindung von Bad an Bcl-2 und Bcl-xL hingegen führt zur Deaktivierung der 
Apoptose-inhibierenden Eigenschaften dieser Proteine. Offensichtlich beeinflussen die Bax-
/Bad- und Bcl-2-/Bcl-xL-Expression das Zellüberleben bzw. den programmierten Zelltod. So 
hat das Verhältnis dieser pro- bzw. antiapoptotischen Proteine unter physiologischen 
Bedingungen Einfluss auf die Sensitivität der Neurone gegenüber Apoptose-induzierenden 
Reizen (Gross et al. 1999, Bar-Am et al. 2005, Hardwick und Soane 2013). Unter basalen 
Kultivierungsbedingungen war kein Unterschied in den mRNA-Verhältnissen der anti- und 
proapoptotischen Faktoren erkennbar (siehe Abbildung 4.14). Dies lässt vermuten, dass 
auch auf Proteinebene keine Expressionsunterschiede der Proteine, die aus den 
entsprechenden mRNA-Transkripten abgeleitetet werden, existieren und damit die WT bzw. 
Slack-KO Kulturen keine genotypabhängige Prädisposition gegenüber apoptotischem Zelltod 
aufweisen.  
Nachfolgend wurde ermittelt ob sich für WT und Slack-KO CGCs während der NMDA-
induzierten Exzitotoxizität Änderungen in den mRNA-Expressionslevel der vorbezeichneten 
pro- bzw. antiapoptotischen Faktoren ergeben. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in 
Abbildung 4.14 dargestellt. 
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Abbildung 4.14: Expressionsverlauf pro-/antiapoptotischer Gene während NMDA-
Exzitotoxizität 
Veränderung der Expressionslevel (Fold Change, FC) der proapoptotischen Faktoren A Bad und B 
Bax sowie der antiapoptotischen Faktoren C Bcl-2 und D Bcl-xL in Abhängigkeit der Dauer der NMDA-
Exzitotoxizität in WT und Slack-KO CGC-Kulturen. (Es sind Mittelwerte ± SEM gezeigt; WT n=4 und 
Slack-KO n=5; * p < 0,05; # steht für die Zunahme (p < 0,05) und $ für die Abnahme (p < 0,05) der 
Expressionsrate im Vergleich zur basalen Expression). 
 
In WT CGC-Kulturen kann bereits nach 1 h NMDA-Exzitotoxizität eine anhaltende 
Hochregulation der proapoptotischen Bax-mRNA-Expressionslevel (FC 1 h: 1,7827 ± 0,1985;  
FC 24 h: 1,7096 ± 0,3579) festgestellt werden. Dahingegen wird für Slack-KO Kulturen erst 
nach 24 h eine Zunahme der Bax-mRNA-Level beobachtet (FC 1 h: 1,3121 ± 0,1607;  
FC 24 h: 1,7291 ± 0,1619). Die Bad-mRNA-Expressionslevel in WT CGC-Kulturen sind nach 
1 h Exzitotoxizität ebenfalls signifikant erhöht (FC 1 h: 1,6678 ± 0,1082), wohingegen in 
Slack-KO Kulturen kein Anstieg der mRNA-Level nachgewiesen werden kann  
(FC 1h: 1,1859 ± 0,0856). Im Verlauf der weiteren NMDA-Stimulation kommt es sowohl in 
WT als auch Slack-KO CGC-Kulturen zu einer Abnahme der Bad-mRNA-Expression. Zudem 
zeigen die Kulturen beider Genotypen im Vergleich zur basalen Expression nach 6 h und 
24 h Exzitotoxizität signifikante höhere Bcl-2-mRNA-Level (WT FC 6 h: 1,5534 ± 0,0541;  
FC 24 h: 2,1872 ± 0,1529; Slack-KO FC 6 h: 1,2859 ± 0,0669; FC 24 h: 1,6952 ± 0,1174). 
Dabei werden nach 6 h signifikante genotyabhängige Unterschiede verzeichnet. Auch die 
Bcl-xL-mRNA-Level steigen in WT CGC-Kulturen nach 1 h NMDA-Inkubation signifikant an 
(FC 1 h: 1,5631 ± 0,2059). Im Slack-KO hingegen ist zu diesem Zeitpunkt keine 
Veränderung der mRNA-Expression von Bcl-xL nachweisbar (FC 1 h: 1,1029 ± 0,1069). 
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Nach 6 h und 24 h NMDA-Inkubation kommt es in den Kulturen beider Genotypen zu einer 
Abnahme der Bcl-xL-mRNA-Level. Diese Abnahme der mRNA-Expression ist zu beiden 
Zeitpunkten nur in Slack-KO CGC-Kulturen signifikant (WT FC 6 h: 0,9503 ± 0,1568;  
FC 24 h: 0,8949 ± 0,1716; Slack-KO FC 6 h: 0,5610 ± 0,0756, FC 24 h: 0,5924 ± 0,0670). 
Wie bereits erwähnt spielt das Expressionsverhältnis von proapoptotischen Faktoren zu 
Apoptose-Repressoren eine entscheidende Rolle für das Zellüberleben. So kommt es in der 
Regel im Rahmen pathophysiologischer Prozesse, wie beispielsweise infolge ischämischer 
Zustände, zur Hochregulierung der Bax-/Bad-Proteinexpression. Die Expression anti-
apoptotischer Faktoren (z. B. Bcl-2- bzw. Bcl-xL) hingegen bleibt währenddessen konstant 
oder nimmt sogar ab. Dadurch verschiebt sich das Gleichgewicht dieser Faktoren in 
Richtung Apoptose-induzierender Prozesse und es kommt zur verstärkten Bildung von Bax-
Homodimeren (Gross et al. 1999, Billen et al. 2008, Andreu-Fernández et al. 2017). Daher 
wurde untersucht ob die genetische Ablation von Slack im Verlauf der NMDA-Exzitotoxizität 
einen Einfluss auf die Verhältnisse von Bax/Bcl-2 bzw. Bcl-xL, sowie von Bad/Bcl-2 bzw. Bcl-
xL hat (siehe Abbildung 4.15). 
 
 
Abbildung 4.15: Änderung im Expressionsverhältnis von pro-/antiapoptotischen Genen 
Änderungen des Verhältnisses von A Bax/Bcl-2, B Bad/Bcl-2, C Bax/Bcl-xL und D Bad/Bcl-xL im 
Verlauf der NMDA-Exzitotoxizität. (Es sind Mittelwerte ± SEM gezeigt; WT n=4 und Slack-KO n=5; 
* p < 0,05; # steht für die Zunahme (p < 0,05) und $ für die Abnahme (p < 0,05) der Expressionsrate 
im Vergleich zur basalen Expression). 
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Im Verlauf der NMDA-induzierten Exzitotoxizität kommt es zu einer Verschiebung des 
Verhältnisses der proapoptotischen Bax-mRNA und antiapoptotischen Bcl-xL-mRNA (siehe 
Abbildung 4.15 B). Während nach 1 h Inkubation mit NMDA das Bax/Bcl-xL-mRNA-Verhältnis 
(WT FC: 1,1660 ±0,0781; Slack-KO FC: 1,1873 ± 0,0933) annähernd unverändert ist, kommt 
es im Verlauf der exzitotoxischen Stimulation v. a. in Slack-KO CGC-Neuronen zu einer 
Zunahme von Bax/Bcl-xL-mRNA. Dabei ergibt sich nach 6 h sowie nach 24 h ein signifikanter 
genotypspezifischer Unterschied in der Bax/Bcl-xL-mRNA-Ratio (WT FC 6 h: 1,5362 ± 0,065; 
FC 24 h: 1,9663 ± 0,2747; Slack-KO FC 6 h: 1,8924 ± 0,0969; FC 24 h: 3,0119 ± 0,2688). 
Dieser Unterschied für Bax/Bcl-xL ergibt sich aus dem NMDA-abhängigen Anstieg der Bax-
mRNA-Expressionslevel und der gleichzeitigen Abnahme der Bcl-xL-mRNA-Expression 
(siehe Abbildung 4.14 A und D). Dieser Befund liefert einen ersten Hinweis auf eine 
vermehrte Formation proapoptotischer Bax-Homomere in Slack-KO CGCs und impliziert, 
dass Slack an der Regulation apoptotischer Mechanismen wie der Ausbildung von Bax-
Homomere beteiligt sein könnte. Letztere bilden eine große Pore in der äußeren 
Mitochondrienmembran, wodurch es zur Freisetzung Apoptose-auslösender Faktoren wie 
z. B. Cytochrom C kommt (siehe 1.4.4). Da diese Hypothese sich bislang ausschließlich auf 
Ergebnisse der mRNA-Expressionsanalyse stützt, ist zukünftig eine Verifizierung dieser 
Daten auf Proteinebene erforderlich. 
 Slack-Ablation vermindert die mRNA-Transkription von Neurotrophin-4.3.8
Rezeptoren 
Neurotrophine können als endogene Wachstumsfaktoren Einfluss auf die Entwicklung, das 
neuronale Überleben und die Funktion des Nervensystems nehmen (Snider und Johnson 
1989, Eide et al. 1993, Korsching 1993, Lewin und Barde 1996, Segal und Greenberg 1996). 
Einige Neurotrophine, im insbesonderen BDNF, werden bei exzitotoxischer Schädigung 
hochreguliert und können unter diesen Bedingungen eine neuroprotektive Rolle einnehmen 
(Lindholm et al. 1993, Cheng und Mattson 1994, Almeida et al. 2005). Diese Befunde 
bildeten die Grundlage für die Untersuchung der mRNA-Expression der neurotrophen 
Faktoren NGF, BDNF und NT-3 sowie der korrespondierenden Trk-Rezeptoren (TrkA, TrkB 
und TrkC) unter basalen Bedingungen und im Verlauf der NMDA-induzierten Exzitotoxizität 
(siehe 4.3.3). Die Ergebnisse der Expressionsanalyse sind in Abbildung 4.16 dargestellt. 
In kultivierten cerebellären Granularzellen von WT und Slack-KO Tieren können weder NGF-
mRNA-Expressionslevel noch mRNA des korrespondierenden TrkA-Rezeptors 
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 4.16 A und D). Im Gegensatz dazu werden in CGC-
Kulturen beider Genotypen mRNA-Transkripte der beiden neurotrophen Faktoren BDNF 
(WT: 0,4039 ± 0,0093; Slack-KO: 0,4246 ± 0,0173) und NT-3 (WT: 0,2022 ± 0,0107;  
Slack-KO: 0,2285 ± 0,0094) exprimiert (siehe Abbildung 4.16 A). Darüber hinaus können in 
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WT und Slack-KO Kulturen mRNA-Level der Tyrosinkinase-Rezeptoren TrkB  
(WT: 0,1352 ±0,0143; Slack-KO: 0,1427 ± 0,0254) und TrkC (WT: 0,0936 ± 0,0110,  
Slack-KO: 0,0950 ± 0,0114) nachgewiesen werden (siehe Abbildung 4.16 D). Dabei können 
unter basalen Kultivierungsbedingungen keine genotypspezifischen Unterschiede bei den 
mRNA-Expressionsleveln der Neurotrophine und ihrer Rezeptoren festgestellt werden. 
 
 
Abbildung 4.16: Expressionsanalyse verschiedener Neurotrophine und ihrer Rezeptoren 
A Relative mRNA-Expressionslevel der Neurotrophine NGF, BDNF und NT-3 und D ihrer Rezeptoren 
TrkA, TrkB und TrkC unter basalen Kultivierungsbedingungen. Änderungen in den mRNA-
Expressionsleveln von B BDNF, C NT-3, E TrkB und F TrkC im Verlauf der NMDA-Exzitotoxizität. (Es 
sind Mittelwerte ± SEM gezeigt; WT n=8 und Slack-KO n=9; * p < 0,05; # steht für die Zunahme 
(p < 0,05) und $ für die Abnahme (p < 0,05) der Expressionsrate im Vergleich zur basalen 
Expression). 
 
Angesichts der Ergebnisse der basalen mRNA-Expressionsanalyse der Neurotrophine und 
ihrer Rezeptoren wurde im Folgenden nur die Änderung der mRNA-Level von BDNF, NT-3, 
TrkB und TrkC in Abhängigkeit der NMDA-Exzitotoxizität untersucht. Aufgrund der fehlenden 
Genexpression unter basalen Bedingungen wurden NGF und TrkA nicht weiter 
berücksichtigt. Die mRNA-Expressionsdaten der CGC-Kulturen beider Genotypen zeigen für 
BDNF nahezu eine Verdopplung der Genexpression nach 1 h Stimulation mit NMDA  
(WT FC: 1,9484 ± 0,2806; Slack-KO FC: 1,8467 ± 0,2137). Besonders hervorzuheben ist die 
Zunahme der BDNF-mRNA-Expression nach 6 h NMDA-Inkubation. In WT CGCs können 
um das 6-fach höhere BDNF-mRNA-Expressionslevel nachgewiesen werden als unter 
Basalbedingungen (WT FC: 5,7806 ± 0,5731). Dieser Anstieg fällt in den Slack-KO Kulturen 
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noch 5-fach und damit nur geringfügig schwächer aus (Slack-KO FC: 4,7697 ± 0,4724). 
Nach 24 h NMDA-Inkubation kann eine leichte Abnahme der BDNF-mRNA-Expressionslevel 
im Vergleich zur Expression nach 6 h exzitotoxischer Stimulation festgestellt werden. Jedoch 
sind die BDNF-mRNA-Level noch 3-fach höher als unter Basalbedingungen  
(WT FC: 3,2939 ± 0,2929; Slack-KO FC: 3,1608 ± 0,4434). Der Anstieg der BDNF-mRNA-
Expression nach 1 h, 6 h und 24 h NMDA-induzierter Exzitotoxizität ist im Vergleich zu den 
Basalniveaus sowohl für WT als auch Slack-KO CGCs signifikant. Es ergeben sich jedoch zu 
keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen. 
Neben dem Anstieg der BDNF-mRNA-Level kann für WT und Slack-KO CGC-Kulturen eine 
signifikante Zunahme der NT-3-mRNA-Expressionslevel nach 6 h (WT FC: 1,9171 ± 0,0988; 
Slack-KO FC: 1,6876 ± 0,1370) und 24 h (WT FC: 1,7955 ± 0,1881; Slack-KO FC: 
1,7467 ± 0,1522) NMDA-Inkubation nachgewiesen werden. Erneut hat die Slack-Ablation per 
se keinen Einfluss auf die NT-3-mRNA-Expressionslevel. 
Des Weiteren kann in WT CGCs mit andauernder NMDA-Inkubationszeit die Zunahme der 
mRNA-Expressionslevel der BDNF- bzw. NT-3-affinen Rezeptoren TrkB und TrkC 
festgestellt werden. So führt die einstündige Stimulation mit NMDA zu einer 3-fachen  
(TrkB WT FC: 3,0056 ± 0,5146 und TrkC WT FC: 2,8896 ± 0,3895) und die Stimulation für 
6 h zu einer 5-fachen Zunahme der mRNA-Rezeptorlevel (TrkB WT FC: 5,5140 ± 1,4591 und 
TrkC WT FC: 4,8231 ± 1,2994). Ähnlich wie bereits für BDNF beobachtet, kommt es 
nachfolgend zu einer leichten Abnahme der Expressionslevel. So sind diese im Vergleich zu 
den Basalwerten nach 24 h NMDA nicht mehr signifikant erhöht  
(TrkB WT FC: 2,1123 ± 0,4699 und TrkC WT FC: 1,5778 ± 0,3554). Interessanterweise hat 
die NMDA-Inkubation in den Slack-KO CGC-Kulturen keinen Einfluss auf die mRNA-
Expressionslevel von TrkB und TrkC. So kann nach einer NMDA-Inkubationszeit von 1 h 
(TrkB Slack-KO FC: 1,4498 ± 0,1150 und TrkC Slack-KO FC: 1,4567 ± 0,1059) bzw. von 6 h 
(TrkB Slack-KO FC: 1,6507 ± 0,2683 und TrkC Slack-KO FC: 1,5558 ± 0,2731) nur eine  
1,5-fache Zunahme der Genexpression dieser beiden Rezeptoren festgestellt werden. Nach 
24 h sind die bestimmten mRNA-Level sogar geringer als unter Basalbedingungen  
(TrkB Slack-KO FC: 0,8147 ± 0,0790 und TrkC Slack-KO FC: 0,8508 ± 0,1357). Die genotyp-
spezifischen Expressionsunterschiede der TrkB-Rezeptor-mRNA sind für alle drei 
untersuchten Zeitpunkte signifikant. Darüber hinaus ist der Unterschied der TrkC-mRNA 




 Einfluss der BDNF-Präinkubation auf das Zellüberleben im Rahmen 4.3.9
exzitotoxischer NMDA-Untersuchungen 
Die Expressionsanalyse deutet auf eine Slack-abhängige Regulation der Tyrosinkinase-
Rezeptoren hin. Insbesondere die im Vergleich zu WT CGCs reduzierte TrkB-mRNA-
Expression in NMDA behandelten Slack-KO Kulturen (siehe Abbildung 4.16 E) impliziert, 
dass der BDNF-TrkB-Signalweg an den Slack-abhängigen neuroprotektiven Effekten in WT 
Neuronen beteiligt sein könnte. Zudem kommt es in WT und Slack-KO CGC-Kulturen nach 
NMDA-Inkubation zu einer Hochregulierung von BDNF (siehe Abbildung 4.16 B). 
Nachweislich hat der BDNF-TrkB-Signalweg eine neuroprotektive Funktion (Han und 
Holtzman 2000, Hashimoto et al. 2002, Almeida et al. 2005). Um den Zusammenhang 
zwischen BDNF-TrkB und dem Slackstatus bei NMDA-induzierter Exzitotoxizität genauer zu 
untersuchen, wurden im Folgenden Co-Stimulationsexperimente durchgeführt. Konkret 
wurden die WT und Slack-KO CGC-Kulturen einerseits vor Beginn der NMDA-Applikation mit 
BDNF präinkubiert oder andererseits eine BDNF und NMDA Co-Stimulation vorgenommen 
(Material und Versuchsdurchführung siehe 2.2.5 und 3.6.1). Neuroprotektive Effekte nach 
BDNF-Präinkubation wurden in verschiedenen Exzitotoxizitätsstudien mit kultivierten 
cerebellären (Lindholm et al. 1993) sowie hippocampalen Neuronen (Almeida et al. 2005) 
und im in vivo middle cerebral artery occlusion (MCAO)-Modell nach Verschluss der mittleren 
Gehirnschlagader beobachtet (Lindholm et al. 1993, Yamashita et al. 1997, Almeida et al. 
2005). 
 
Abbildung 4.17: Einfluss von BDNF auf das Zellüberleben nach NMDA-Exzitotoxizität 
Quantifizierung der relativen LDH-Aktivität nach Präinkubation mit BDNF für 14 h und anschließender 
NMDA-Stimulation, bzw. nach direkter Co-Applikation von BDNF mit NMDA. Als Vergleichskontrolle 
dient die NMDA-Inkubation ohne Co-Applikation von BDNF. Es ergeben sich keine 
genotypspezifischen Unterschiede in den relativen LDH-Aktivitäten von WT und Slack-KO CGC-
Kulturen unter Basalbedingungen bzw. nach BDNF-Applikation (unabhängig vom Zeitpunkt der 
Applikation). Nach Stimulation mit 300 µM NMDA ± 50 ng/µl BDNF sind die relativen LDH-Aktivitäten 
im Vergleich zur Kontrolle in beiden Genotypen signifikant erhöht. Slack-KO CGCs zeigen nach 
Stimulation mit NMDA bzw. der Co-Applikation von BDNF und NMDA signifikante höhere LDH-
Aktivitäten als WT CGCs. Die genotypspezifischen Unterschiede werden durch die BDNF-
Präinkubation aufgehoben. (Es sind Mittelwerte ± SEM gezeigt; WT n=7 und Slack-KO n=5; 
* p < 0,05; # steht für p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle). 
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Abbildung 4.17 zeigt die Quantifizierung der relativen LDH-Aktivität infolge unterschiedlicher 
Behandlung der WT/Slack-KO CGC-Kulturen. Dabei wurde einerseits der Slack-abhängig 
Einfluss einer BDNF-Präinkubation und andererseits die Co-Applikation von BDNF auf die 
NMDA-induzierte exzitotoxische neuronale Schädigung untersucht (Versuchsdurchführung 
siehe 3.6.1). Für die Präinkubationsversuche wurde den Kulturen 14 h vor dem eigentlichen 
Versuchsbeginn BDNF zugesetzt. Zudem wurden Kontrollkulturen ohne NMDA- bzw. ohne 
BNDF- und NMDA-Stimulation mitgeführt. Analog zu den in den Abschnitten 4.3.1, 4.3.2 und 
4.3.3 dargestellten Exzitotoxizitätsstudien ist in WT und Slack-KO Kontrollkulturen, welche 
mit Erhaltungsmedium ohne Zusatz von NMDA ± BDNF inkubiert wurden, nur eine geringe 
LDH-Freisetzung festzustellen (WT: 3,7798 ± 0,3714; Slack-KO: 5,0616 ± 0,5634). Wie im 
Methodenteil 3.6.1 beschrieben erfolgte die BDNF-Präinkubation der Zellen aus technischen 
Gründen mit 400 µl BDNF-Lösung statt, wie bei den restlichen Versuchen üblich, in 600 µl 
Medium/Lösung. Aufgrund dessen wurde eine zweite Kontrolle (Erhaltungsmedium) mit 
400 µl Medium mitgeführt. Dadurch soll gezeigt werden, dass die Inkubation in einem 
geringeren Volumen während der Präinkubationsphase keine Auswirkung auf das Wachstum 
und die Vitalität der Zellen hat. Entsprechend den Erwartungen bestanden zwischen den 
beiden Vitalkontrollen (400 µl und 600 µl Medium) keine Unterschiede im Zellüberleben  
(WT: 5,2208 ± 0,3381; Slack-KO: 5,2207 ± 0,5093) (siehe Abbildung 4.17). Darüber hinaus 
haben auch die versuchsbedingten Mediumwechsel und die dadurch hervorgerufenen 
mechanischen und physikochemischen Beanspruchungen keinen Einfluss auf die LDH-
Aktivität. In Abwesenheit von NMDA hat BDNF keinen Einfluss auf die basale LDH-Aktivität 
(14 h Präinkubation: WT: 4,9360 ± 0,4688; Slack-KO: 5,7726 ± 1,2469 und Co-Applikation 
BDNF: WT: 4,1490 ± 0,5394; Slack-KO: 7,1459 ± 1,4529). Wie bereits in dem 
vorausgegangenen NMDA-Exzitotoxizitätsexperiment aufgezeigt wurde (siehe 4.3.3), kommt 
es auch hier (siehe Abbildung 4.17) infolge der Inkubation der CGC-Kulturen mit NMDA zu 
einer signifikant größeren LDH-Freisetzung als unter Kontrollbedingungen  
(WT: 17,7490 ± 1,2652; Slack-KO: 22,4283 ± 1,1960). Auch der bereits in Abschnitt 4.3.3 
beschriebene Einfluss der Slack-Ablation auf das Zellüberleben kann bestätigt werden. 
Entsprechend führt die NMDA-Inkubation in den Slack-KO CGCs zu einer signifikant 
stärkeren Freisetzung von LDH und somit zu einem größeren Ausmaß neuronaler 
Schädigung als in den WT Kulturen (p = 0,0396). Die Co-Applikation von BDNF und NMDA 
hat keinen Einfluss auf das Überleben der CGC-Kulturen (WT: 17,8593 ± 1,2350;  
Slack-KO: 22,8127 ±1,0567), der signifikante Unterschied im Zellüberleben zwischen WT 
und Slack-KO CGCs bleibt bestehen (p = 0,0247). Interessanterweise zeigt die BDNF 
Präinkubation einen genotypunabhängigen Effekt auf die NMDA-induzierte LDH-Freisetzung. 
In Kulturen beider Genotypen ist die gemessene LDH-Aktivität nach BDNF-Präinkubation 
geringer als in den NMDA-Positivkontrollgruppen. Das Ausmaß der Reduktion der relativen 
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LDH-Aktivität ist in den Slack-KO CGCs größer als im WT (∆WT 1,93 ± 0,57; ∆Slack-KO: 
4,87 ± 1,45; p = 0,0851), wodurch der signifikante Unterschied zwischen den LDH-Aktivitäten 
beider Genotypen verloren geht (WT: 15,8162 ± 1,5346; Slack-KO: 17,5546 ± 1,9412). Eine 
Erklärung für den geringeren Effekt im WT könnte sein, dass infolge der NMDA-Stimulation 
neben TrkB auch der Ligand BDNF hochreguliert wird. Durch diese Co-Regulation (siehe 
Abbildung 4.16) könnte der Signalweg in WT CGCs bereits endogen maximal stimuliert sein, 
weshalb durch die exogene BDNF-Zufuhr keine weitere Steigerung erzielt werden kann. 
Dieser Befund impliziert, dass durch die endogene BDNF-getriggerte Aktivierung von TrkB in 
WT CGCs die nachgeschalteten protektiven Signalwege stärker aktiviert werden, was 
letztlich zu der geringeren Vulnerabilität der WT Neurone bei NMDA-Exzitotoxizität führt. 
 Einfluss von Slack auf die BDNF-induzierten Signalwege Akt/ERK 4.3.10
BDNF sowie andere Neurotrophine können durch die Interaktion mit Rezeptor-
Tyrosinkinasen, wie beispielsweise der Bindung an den TrkB-Rezeptor, PI3K- und MAPK-
Signalwege aktivieren. Dadurch kommt es u. a. zur Phosphorylierung von Akt bzw. ERK. 
Nachfolgendes Effektorprotein dieser beiden Kinasen ist u. a CREB (siehe 1.4) Die 
Phosphorylierung von CREB führt zur Aktivierung von pCREB, das als Transkriptionsfaktor 
die Bildung antiapoptotischer Gene beeinflussen kann. Die durch NMDA-Exzitotoxizität 
induzierte Hochregulation von BDNF- und NT-3-mRNA sowie die in WT CGCs spezifisch 
erhöhten mRNA-Expressionslevel von TrkB und TrkC (siehe Abschnitt 4.3.8) lassen 
vermuten, dass Akt, ERK und/oder CREB als Komponenten möglicher Downstream-
Signalwege TrkB-/TrkC-abhängig in CGCs aktiviert werden. Um diese interessante 
Fragestellung zu klären, wurden WB-Analysen von WT bzw. Slack-KO CGC-Kulturen nach 
exzitotoxischer Stimulation durchgeführt. Dazu wurden die CGC-Kulturen vor der 
Proteinisolation für 1 - 6 h mit 300 µM NMDA-Lösung inkubiert (Material und 
Versuchsdurchführung siehe 2.2.7 und 3.8). Als Kontrolle diente eine nicht mit NMDA 
behandelte Probe. Nach Auftrennung der Proben mittels SDS-PAGE und dem Transfer der 
Proteine auf eine PVDF-Membran erfolgte die Inkubation mit (p)Akt-/(p)ERK- und (p)CREB-
spezifischen Antikörpern sowie die nachfolgende Quantifizierung der Proteinmenge (siehe 
3.8). 
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Die Quantifizierung der basalen Proteinexpression von (p)Akt und (p)ERK sowie das 
Verhältnis von pAkt/Akt und pERK/ERK sind in Abbildung 4.18 dargestellt. 
 
Abbildung 4.18: Relative Proteinexpressionslevel von (p)Akt/(p)ERK unter Basalbedingungen 
Quantifizierung der Proteinexpression von A Akt bzw. ERK und B pAkt bzw. pERK jeweils bezogen 
auf die β-Aktin-Proteinexpression. C Verhältnis aus den relativen Proteinexpressionsleveln von pAkt 
und Akt bzw. pERK und ERK. Es ergeben sich keine genotypspezifischen Unterschiede in den 
dargestellten Expressionleveln unter Basalbedingungen. (Es sind Mittelwerte ± SEM gezeigt;  
WT n=7-8 und Slack-KO n=6-8). 
 
Im Rahmen der Western Blot-Analyse ergaben sich weder für Akt (WT: 1,44 ± 0,13;  
Slack-KO: 1,52 ± 0,09) bzw. pAkt (WT: 1,23 ± 0,14; Slack-KO: 1,25 ± 0,13) noch für ERK 
(WT: 2,40 ± 0,13; Slack-KO: 2,0 ± 0,06) bzw. pERK (WT: 1,55 ± 0,14; Slack-KO: 1,87 ± 0,27) 
Unterschiede in den relativen Proteinexpressionsleveln unter Basalbedingungen 
(Erhaltungsmedium). Auch für die berechneten Ratios von pAkt/Akt (WT: 0,87 ± 0,10;  
Slack-KO: 0,87 ± 0,13) bzw. pERK/ERK (WT: 0,71 ± 0,06; Slack-KO: 0,70 ± 0,09) sind basal 
keine Unterschiede in Abhängigkeit vom Genotyp zu beobachten. 
Neben der basalen Proteinexpression wurde auch die Expression von (p)Akt bzw. (p)ERK im 
Verlauf der NMDA-induzierten Exzitotoxizität bestimmt. In Abbildung 4.19 und Abbildung 
4.20 sind repräsentative WBs für WT und Slack-KO sowie das Verhältnis aus der 






Abbildung 4.19: Aktivierung von Akt im Verlauf der NMDA-induzierten Exzitotoxizität 
A Repräsentative Western Blots der Akt bzw. pAkt-Expressionslevel von WT und Slack-KO CGCs im 
Verlauf der NMDA-Exzitotoxizität. B Verhältnis der quantifizierten relativen Proteinexpressionslevel 
von pAkt zu Akt. Im Verlauf der NMDA-Stimulation kommt es in WT und Slack-KO CGCs zunächst zur 
signifikanten Reduktion des Verhältnisses von pAkt/Akt. Im Verlauf der NMDA-Exzitotoxizität nimmt 
dieses jedoch zu und erreicht nach 4 h ein Maximum. Dabei können keine signifikanten Unterschiede 
zwischen den Genotypen festgestellt werden. (Es sind Mittelwerte ± SEM gezeigt; WT n=6-7 und 
Slack-KO n=5-8; # steht für die Zunahme (p < 0,05) und $ für die Abnahme (p < 0,05) der 
Expressionsrate im Vergleich zur basalen Expression). 
 
Nach der einstündigen Inkubation der CGC-Kulturen mit NMDA kommt es sowohl in WT als 
auch Slack-KO Kulturen zu einer signifikanten Reduktion des Verhältnisses von pAkt zu Akt. 
Die Ratio aus pAkt/Akt entspricht nur noch ca. 60 - 70 % des enstprechenden Verhältnisses 
unter Basalbedingungen (WT: 74,74 ± 8,12 % zu Basal; Slack-KO: 62,23 ± 9,45 % zu Basal). 
Im weiteren Verlauf der NMDA-Exzitotoxizität kommt es dann zu einer Zunahme der 
Phosphorylierung von Akt. Dabei kann für das Verhältnis von pAkt zu Akt nach 4 h NMDA-
Stimulation genotypunabhängig ein Maximum beobachtet werden (WT: 166,52 ± 11,89; 
Slack-KO: 177,65 ± 35,80). Für WT CGCs unterscheidet sich dieses sogar signifikant von 
dem pAkt/Akt Verhältnis unter Basalbedingungen. Da die relativen Proteinexpressionslevel 
von Akt jedoch über den gesamten Verlauf nur etwa 55 - 70 % der basalen Proteinmenge 
betragen (siehe Anhang Abbildung 8.2 A) basiert dieser Unterschied auf einer NMDA-
getriggerten gesteigerten Phosphorylierung von Akt (siehe Anhang Abbildung 8.2 C) im 
Verlauf der Versuchsdauer. Die Daten der Proteinexpressionsanalysen von (p)Akt zeigen 
jedoch keine genotypabhängigen Unterschiede in der Aktivierung dieses Signalwegs. 
Im Gegensatz dazu konnte im Rahmen dieser Arbeit eine gesteigerte Aktivierung der 
MAPK/ERK-Signalkaskade in WT CGCs beobachtet werden (siehe Abbildung 4.20). 
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Abbildung 4.20: Aktivierung von ERK im Verlauf der NMDA-induzierten Exzitotoxizität 
A Repräsentative Western Blots der ERK bzw. pERK-Expressionslevel von WT und Slack-KO CGCs 
im Verlauf der NMDA-Exzitotoxizität. B Verhältnis der quantifizierten relativen Proteinexpressionslevel 
von pERK zu ERK. Im Verlauf der NMDA-Stimulation kommt es selektiv im WT zu einer signifikanten 
Zunahme des Verhältnisses von pERK/ERK. In Slack-KO CGCs ist eine z. T. signifikant geringere 
Zunahme der pERK/ERK Verhältnisse nachweisbar. (Es sind Mittelwerte ± SEM gezeigt; WT n=6-7 
und Slack-KO n=5-8; * p < 0,05; # steht für die Zunahme (p < 0,05) der Expressionsrate im Vergleich 
zur basalen Expression). 
 
Wie aus Abbildung 4.20 hervorgeht kommt es infolge der Inkubation der CGC-Kulturen mit 
NMDA-Lösung (Material und Versuchsdurchführung siehe 2.2.7 und 3.8) selektiv in WT 
CGCs zur Induktion der ERK-Phosphorylierung. In Slack-KO CGC-Kulturen hingegen nimmt 
das Verhältnis von pERK/ERK bei Exzitotoxizität nur geringfügig zu. Im Verlauf der NMDA-
abhängigen Proteinexpressionsanalyse kann für WT CGC-Kulturen bereits nach 1 h eine, 
auch zu späteren Zeitpunkten jeweils signifikante Zunahme des Verhältnisses von pERK zu 
ERK (1 h: 151,23 ± 17,63; 2 h: 189,83 ± 30,59; 4 h: 210,43 ± 38,68; 6 h: 200,12 ± 37,87) im 
Vergleich zur basalen Expression nachgewiesen werden. In Slack-KO Kulturen hingegen ist 
die Zunahme der Ratio von pERK/ERK im Vergleich zum Verhältnis unter Basalbedingungen 
nur nach 1 h NMDA-Stimulation signifikant (122,54 ± 10,12). Über die gesamte 
Versuchsdauer zeigen WT CGC-Kulturen im Vergleich zu Slack-KO CGCs tendenziell 
höhere pERK/ERK Verhältnisse. Diese Unterschiede erreichen jedoch nur nach 2 h NMDA-
Stimulation das Signifikanzniveau. 
Zusammen mit den mRNA-Expressionsdaten (siehe 4.3.8) könnten die hier aufgezeigten 
Befunde darauf hindeuten, dass es infolge der Slack-Kanalaktivität zu einem vermehrten 
BDNF-TrkB-Signalling und dadurch bedingt zu einer gesteigerten Aktivierung des 
MAPK/ERK-Signalwegs kommt. Dies wiederum könnte nachfolgend zur Induktion der CREB-
Phosphorylierung führen. Aufgrund dessen wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch 
die relativen Proteinexpressionslevel von (p)CREB sowie das Verhältnis von pCREB/CREB 
bestimmt. In Abbildung 4.21 sind repräsentative Western Blots sowie die Quantifizierung der 




Abbildung 4.21: Phosphorylierung von CREB im Verlauf der NMDA-induzierten Exzitotoxizität 
Quantifizierung der relativen Expressionslevel von A CREB und B pCREB bezogen auf die basale 
Expression. C Repräsentative Western Blots pCREB-Expressionslevel von WT und Slack-KO CGCs 
im Verlauf der NMDA-Exzitotoxizität. B Verhältnis der quantifizierten relativen Proteinexpressionslevel 
von pCREB zu CREB. Im Verlauf der NMDA-Stimulation kommt zu einer Zunahme des Verhältnisses 
von pCREB/CREB. (Es sind Mittelwerte ± SEM gezeigt; WT n=4 und Slack-KO n=4). 
 
Im Verlauf der NMDA-Exzitotoxizität kommt es zur Abnahme der relativen CREB-
Expressionslevel im Vergleich zur basalen Proteinexpression (siehe Abbildung 4.21 A). 
Dabei wird sowohl in WT als auch Slack-KO CGC-Kulturen eine anhaltende Reduktion der 
Expressionslevel um etwa 50 - 60 % beobachtet. Diese Unterschiede in der CREB-
Expression sind für WT Kulturen nach 6 h (34,73 ± 12,52) und für Slack-KO CGCs nach 2 h 
und 6 h (2 h: 44,62 ± 18,29; 6 h: 38,53 ± 16,20) signifikant. Darüber hinaus führt die NMDA-
Inkubation der Kulturen beider Genotypen initial zu einer Abnahme der pCREB-
Proteinexpressionslevel. Diese Reduktion der Proteinlevel ist für WT CGCs nach 1 h und 
nach 2 h (1 h: 48,55 ± 1,46; 2 h: 71,08 ± 7,89) NMDA-Exzitotoxizität signifikant. In Slack-KO 
CGC-Kulturen hingegen bleiben die pCREB-Expressionslevel über den gesamten Verlauf 
der NMDA-Exzitotoxizität auf einem, im Vergleich zur Expression unter Basalbedingungen, 
signifikant niedrigeren Niveau (1 h: 34,98 ± 7,88; 2 h: 45,47 ± 9,59; 4 h: 44,2 ± 10,20,  
6 h: 56,26 ± 10,03). Das Verhältnis der Proteinexpressionslevel von pCREB und CREB ist 
während der gesamten Dauer der NMDA-Stimulation größer als unter basalen 
Kultivierungsbedingungen. Aufgrund der großen Streuung der Einzeldaten ergeben sich 





Akute und chronische neurodegenerative Erkrankungen gehören zu den führenden 
Ursachen für Tod und Behinderung weltweit. Damit stellen sie auch ein großes 
gesundheitsökonomisches Problem dar. Prognosen des Nationalen Instituts für Gesundheit 
besagen, dass aufgrund der zunehmenden Alterserwartung der Bevölkerung die 
Behandlungskosten für die beiden häufigsten neurologischen Erkrankungen, die cerebrale 
Ischämie (Schlaganfall) und Alzheimer Krankheit, bis zum Ende dieses Jahrhunderts das 
komplette Bruttonationaleinkommen verbrauchen würden (Lipton 2004). Zu den akuten 
neurodegenerativen Erkrankungen zählen hypoxische bzw. ischämische Zustände des 
Gehirns, Epilepsie und chronische Erkrankungen wie Chorea Huntington, Morbus Alzheimer, 
Morbus Parkinson, Amyotrophe Lateralsklerose (ALS), Multiple Sklerose (MS) sowie die 
HIV-assoziierte Demenz. Alle diese Erkrankungen haben zwar primär unterschiedliche 
Ursachen, teilen sich jedoch letztlich einen gemeinsamen Mechanismus der exzitotoxischen 
Neuronenschädigung. Diese Form der Neuronenschädigung wird durch die Überstimulation 
glutamaterger Rezeptoren, allen voran der NMDA-Rezeptoren, sowie dem nachfolgenden 
exzessiven Einstrom von Ca2+-Ionen durch die iGluRs und assoziierte spannungsabhängige 
Ca2+-Kanäle verursacht (Medicine 2011). So sind Störungen im exzitatorischen 
glutamatergen Neurotransmittersystem (siehe 1.4) Teil der pathologischen Grundlage für 
oben genannte neurologische Erkrankungen. Die physiologische NMDA-Rezeptoraktivität ist 
jedoch unerlässlich für die reguläre Funktion der Neurone. So ist Glutamat als wichtigster 
exzitatorischer Neurotransmitter im ZNS an der synaptischen Plastizität, dem 
Dendritenwachstum und Lernprozessen beteiligt (Fonnum 1984, Constantine-Paton 1990, 
McDonald und Johnston 1990, Bliss und Collingridge 1993, Meldrum 2000). Potentielle 
neuroprotektive Therapieansätze zur Behandlung cerebraler Ischämie sowie progredienter 
neurodegenerativer Erkrankungen durch die nicht-selektive Blockade von NMDA-Rezeptoren 
und der dadurch bedingten Unterdrückung der gesamten NMDA-Rezeptoraktivität führen 
z. T. zu schwerwiegenden nicht tolerierbaren Nebenwirkungen. Aus diesem Grund sowie 
unzureichender Wirksamkeit sind einige NMDA-Antagonisten im fortgeschrittenen Verlauf 
klinischer Studien durchgefallen (Davis et al. 2000, Ikonomidou und Turski 2002, Albensi et 
al. 2004, Lipton 2004, Muir 2006). Bislang werden nur wenige NMDA-Rezeptorantagonisten 
therapeutisch genutzt. Dazu zählt das für die Behandlung der Alzheimer Krankheit 
zugelassene Memantin, welches selektiv in die Pore geöffneter NMDA-Rezeptoren bindet. 
Dadurch inhibiert Memantin selektiv die exzessiv stimulierten Rezeptoren, ohne die 
physiologische Aktivität anderer NMDA-Rezeptoren zu stören (Lipton 2004, Sonkusare et al. 
2005). Derzeit wird intensiv an einer Arzneistoffklasse von Memantin-Derivaten der zweiten 
Generation geforscht. Diese sollen eine höhere Selektivität gegenüber spezifischen NMDA-
Rezeptoruntereinheiten aufweisen und dadurch zu noch weniger Nebenwirkungen führen 
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(Lipton 2004). Die Blockade der NMDA-Rezeptoren führt primär zur Reduktion der [Ca2+]i, 
welche sich neuroprotektiv auswirkt. Eine [Ca2+]i-Reduktion kann prinzipiell auch durch die 
Blockade spannungsabhängiger Ca2+-Kanäle erreicht werden. Dies kann unter anderem 
durch die Stabilisierung des Membranpotentials erreicht werden. Bekannterweise tragen K+-
Kanäle essentiell zur Repolarisation sowie Hyperpolarisation der Zellmembran bei und 
können dadurch die exzessive Zellerregbarkeit verhindern oder umkehren. Sie liefern somit 
einen fundamentalen Beitrag zur Kontrolle der zellulären Aktivität. Aufgrund ihrer 
Membranpotential-stabilisierenden Eigenschaften, die der Übererregbarkeit der Zelle 
entgegensteuern können, sind K+-Kanäle als potentielle neuroprotektive Targets immer mehr 
in den Fokus der biomedizinischen Forschung auf den Gebieten der Neurodegeneration/-
protektion, Neurogenese und neuronaler Regeneration gerückt (Lawson und McKay 2006, 
Dolga et al. 2011, Dolga und Culmsee 2012). Spezifische K+-Kanalmodulatoren könnten 
beispielsweise die Aktivität der Kanäle steigern und dadurch die Hyperpolarisation 
verstärken bzw. verlängern und so beispielsweise der Überladung der Zelle mit Ca2+-Ionen 
entgegenwirken (Susan et al. 2007). So wurde bereits eine neuroprotektive Wirkung für 
Wirkstoffe, die die Aktivierung von spannungsabhängigen KCNQ-Kanälen (KCNQ2, 
KCNQ2/3 und KCNQ5) (Tatulian et al. 2001), KATP-Kanälen (Ortega et al. 2012) sowie SK-
Kanälen (Grunnet et al. 2001, Allen et al. 2011, Dolga und Culmsee 2012) bzw. BK-Kanälen 
(Gribkoff et al. 2001, Wu 2003, Bentzen et al. 2014) fördern, als mögliche Therapieansätze 
zur Behandlung chronischer sowie akuter neurodegenerativer Erkrankungen diskutiert. 
Teilweise wurden K+-Kanalmodulatoren bereits am Menschen angewendet. Die beiden 
KCNQ-Aktivatoren Retigabin und Flupirtin wurden beispielsweise aufgrund ihrer 
krampflösenden sowie z. T. analgetischen Wirkung bei Epilepsien als Zusatztherapie fokaler 
Krampfanfälle bzw. zur akuten Schmerztherapie eingesetzt. Aufgrund des geringen 
Zusatznutzens gegenüber bisherigen Medikamenten (Retigabin) bzw. schwerwiegenden 
Nebenwirkungen (Flupirtin) wurden sie jedoch 2017 bzw. 2018 wieder vom Markt genommen 
(Lawson und McKay 2006). Die im Rahmen dieser Arbeit generierten Ergebnisse liefern 
Evidenz dafür, dass der Na+-aktivierte K+-Kanal Slack als Angriffspunkt für eine 
neuroprotektive Therapie im Rahmen exzitotoxischer Schädigung dienen könnte. Im 
Folgenden sollen die Ergebnisse im Kontext der bisherigen wissenschaftlichen Erkenntnisse 
diskutiert werden.  
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 Diskussion der in vivo generierten Daten 5.1
 Expression von Slack im Striatum 5.1.1
Das Expressionsmuster des Na+-aktivierten K+-Kanals Slack wurde bereits mehrfach mittels 
in-situ-Hybridisierung sowie IHC-Färbung beschrieben (Joiner et al. 1998, Bhattacharjee et 
al. 2002, Bhattacharjee et al. 2003, Brown et al. 2008, Rizzi et al. 2016). Mehrere dieser 
Arbeiten zeigen eine Expression des Kanals in striatalen Neuronen. So konnten Berg et al. 
mittels in-situ-Hybridisierung Slo2.2-Kanäle in den mittelgroßen Projektionsneuronen des 
Striatums nachweisen. Diese speziellen GABA-ergen Neurone machen etwa 95 % der 
humanen Neuronenpopulation im Striatum aus. Auch konnten sie Na+-aktivierte K+-Ströme 
im Striatum messen (Berg et al. 2007). Weiterhin demonstrieren Rizzi et al. u. a. die 
Expression des Kanals in striatalen Gehirnregionen (Rizzi et al. 2016). Ein großer Nachteil 
dieser Studien ist allerdings das Fehlen einer geeigneten Knockout-Kontrolle. Im Rahmen 
der vorliegenden Arbeit wurde dementsprechend erstmals parallel zum Nachweis der 
Expression des Slack-Kanals im Striatum die Spezifität des verwendeten anti-Slack 
Antikörpers von Neuromab durch Parallelfärbungen von Slack-KO Geweben demonstriert. 
Der verwendete Antikörper ist gegen den C-Terminus des Kanals gerichtet und erkennt 
dementsprechend beide Slack-Isoformen. Die in Abbildung 4.1 dargestellten IHC- bzw. IF-
Färbungen (siehe 4.1.1) bestätigen einerseits die striatale Slack-Expression und 
andererseits die Spezifität des verwendeten anti-Slack Primärantikörpers. So zeigen die 
Gehirnschnitte der WT Tiere nach Inkubation mit dem anti-Slack Antikörper eine spezifische 
Immunreaktivität, welche in den Slack-KO Gewebeschnitten nicht vorliegt. 
 Intrastriatale NMDA-Injektion zur Untersuchung der Slack-5.1.2
Neuroprotektion in vivo 
Aufgrund der postulierten Aktivierbarkeit des hauptsächlich neuronal exprimierten Slack-
Kanals durch Na+-Ionen die z. B. über spannungsabhängige Na+-Ionenkanäle und ionotrope 
Rezeptoren (AMPA- bzw. NMDA-Rezeptoren) sowie spannungsabhängige nichtselektive 
Ionenkanäle in die Zelle gelangen (Joiner et al. 1998, Kaczmarek 2013, Rizzi et al. 2016), ist 
eine Beteiligung von Slack im Rahmen exzitotoxischer Prozesse denkbar. Zudem deuten 
einige Studien an, dass Slack-Kanäle über einen langanhaltenden K+-Ionen Ausstrom zur 
langsamen Nachhyperpolarisation und somit zur Regulation neuronaler 
Aktionspotentialmuster beitragen können (Bhattacharjee und Kaczmarek 2005, Kaczmarek 
2013). 
Um den Einfluss der Ablation von Slack auf den Verlauf der exzitotoxischen Neurotoxizität in 
vivo zu untersuchen, wurden WT bzw. Slack-KO Wurfgeschwister einer striatalen 
Mikroinjektion von NMDA unterzogen (siehe 4.1.2). Dies stellt eine bewährte Methode zur 
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Induktion von Exzitotoxizität dar, welche die vergleichende Analyse des Ausmaßes der 
neuronalen Schädigung in vivo ermöglicht (Ayata et al. 1997, Ali et al. 2000, Mandir et al. 
2000, Liao et al. 2010). Die Untersuchung der exzitotoxischen Neurodegeneration in vivo 
bietet gegenüber den in vitro Exzitotoxizitätsstudien den Vorteil, dass die Auswirkungen der 
NMDA-Injektion im Kontext des physiologischen Umfelds der Neurone betrachtet werden 
können. Dadurch wird auch das Zusammenspiel zwischen den Slack exprimierenden GABA-
ergen Interneuronen und anderen Neuronengruppen im Striatum berücksichtigt. Auch wird 
die Zirkulation neuroprotektiver sowie neurotoxischer Substrate, wie beispielsweise 
Wachstumsfaktoren, inflammatorischer Cytokine (IL-1β, IL-6, TGF-β und TNF-α), NO und 
Neuropeptiden, welche u. a. aus aktivierten Astrozyten und Mikroglia freigesetzt werden, 
gewährleistet (Perez-Capote et al. 2004). 
Die gewählten Versuchsparameter (siehe 3.4), wie beispielsweise die Koordinaten der 
Injektionsstelle, das injizierte Volumen, die Applikationsdauer sowie die Methode zur 
Quantifizierung der neuronalen Schädigung, wurden entsprechend den in der Literatur 
beschriebenen Angaben gewählt (Ayata et al. 1997, Mandir et al. 2000). Dies ermöglicht die 
Einordnung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit in den wissenschaftlichen 
Gesamtkontext. Bei der Versuchsplanung wurden alle Parameter berücksichtigt, die das 
Ausmaß der exzitotoxischen Schädigung in vivo beeinflussen können (McDonald et al. 1988, 
Ayata et al. 1997, Massieu und Tapia 1997, Roof und Hall 2000, Zhang et al. 2008). So wird 
in der Literatur beispielsweise mehrfach eine altersabhängig veränderte Dichte an 
Glutamattransportern (Massieu und Tapia 1997) und NMDA-Rezeptoren (McDonald et al. 
1988) sowie ein neuroprotektiver Effekt der weiblichen Geschlechtshormone Estrogen und 
Progesteron (Roof und Hall 2000, Zhang et al. 2008) beschrieben. Dementsprechend 
wurden ausschließlich männliche Wurfgeschwister (C57BL/6N) im Alter zwischen 10 und 21 
Wochen verwendet. Als Kontrolltiere dienten ebenfalls männliche WT und Slack-KO Mäuse 
im entsprechenden Alter. Diese wurden mit dem gleichen Volumen des NMDA-freien 
Lösemittels (PBS) behandelt. Die quantitative Vermessung (siehe 3.4.2) der Läsionsareale 
unter Kontrollbedingungen ergab keine genotypabhängigen Unterschiede (siehe 4.1.2, 
Abbildung 4.2). Die hierbei nachgewiesenen Läsionen entsprechen der Gewebezerstörung 
durch die Injektionskanüle. Im Vergleich zu den NMDA-induzierten Läsionen fallen die 
Läsionen unter Kontrollbedingungen reproduzierbar klein aus. 
Diese Vorbefunde erlauben die vergleichende Analyse von WT und Slack-KO Mäusen im 
Rahmen exzitotoxischer Injektionsuntersuchungen. Slack-KO Tiere zeigen in den in vivo 
Versuchen eine erhöhte Vulnerabilität gegenüber der striatalen Applikation von NMDA und 
entwickeln größere neuronale Läsionen als WT Mäuse (siehe 4.1.2, Abbildung 4.2), weshalb 
eine neuroprotektive Rolle für Slack postuliert werden kann (siehe 5.3.3). 
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 Limitationen der striatalen Injektion von NMDA 5.1.3
Das striatale Injektionsmodell zur Untersuchung der NMDA-induzierten neuronalen 
Schädigung in vivo besitzt, neben den oben genannten Vorteilen, auch einige 
Einschränkungen bzw. Grenzen. Um den Einfluss verschiedener neuroprotektiver bzw. 
neurotoxischer Proteine auf die neuronale Schädigung zu untersuchen, wird im Rahmen 
dieses Modells typischerweise eine Endpunktbestimmung durchgeführt. Dabei wird nach 
einer gewissen Dauer der exzitotoxischen Schädigung der Versuch beendet und nach 
Entnahme des Gehirns können Veränderungen in den RNA- bzw. Proteinleveln 
neurotropher/-toxischer, pro-/antiapoptotischer sowie inflammatorischer Faktoren untersucht 
werden. Änderung der Expression und Abundanz dieser Faktoren im Verlauf der 
exzitotoxischen Schädigung verpasst man durch eine solche Endpunktbestimmung. Ein 
intraindividueller Vergleich verschiedener Parameter über die Zeit ist somit nicht möglich. 
Des Weiteren ist die isolierte Betrachtung einzelner Signalwege sowie zellulärer Kaskaden 
im Ganztiermodell sehr aufwendig, da diese durch verschiedene Faktoren wie beispielsweise 
parakrine Einflüsse, direkte Zell-Zell-Interaktionseffekte sowie hämodynamische Effekte 
beeinflusst werden. Dadurch kann die Rolle einzelner Faktoren nur schwer herausgearbeitet 
werden. Auch können diese durch kompensatorische Mechanismen maskiert werden. Aus 
diesen Gründen wurden das in vivo Modell (siehe 3.4) mit der Untersuchung spezifischer 
Mechanismen in einem in vitro Zellkultursystem (siehe 3.5) kombiniert. 
 Diskussion der in vitro generierten Daten 5.2
 Expression von Slack in cerebellären Granularzellen 5.2.1
Um die Mechanismen der Slack-abhängigen Neuroprotektion zu entschlüsseln, wurde im 
Rahmen dieser Arbeit ein in vitro Zellkultursystem etabliert (siehe 3.5), welches die 
Untersuchung der verschiedenen exzitotoxischen Signalkaskaden in Abhängigkeit der Slack-
Aktivität erlaubt. Primäre cerebelläre Granularzellkulturen sind ein verbreitetes System zur 
Untersuchung verschiedener neuronaler Funktionen in vitro (siehe 1.6.1). Die Expression 
von Slack in der Granularzellschicht des cerebellären Cortex wurde bereits von Bausch et al. 
gezeigt (Bausch et al. 2015). Um sicherzustellen, dass der Slack-Kanal auch in in vitro 
Kulturen cerebellärer Granularzellen exprimiert wird, wurde die Slack-Expression auf mRNA- 
sowie Proteinebene mittels qRT-PCR bzw. IHC-Färbungen nachgewiesen (siehe 4.2.2, 
Abbildung 4.4). Dabei wurde in den CGC-Kulturen im Vergleich zum gesamten Cerebellum 
eine geringere Slack-mRNA-Expression detektiert. Eine Erklärung für diese Abweichung in 
den Expressionsleveln zwischen isolierten Granularzellen und dem Gewebeverband könnten 
die im Kultursystem fehlenden Impulse der Moosfasern auf die Granularzellen sein (siehe 
1.6). Diese tragen durch die exzitatorische Aktivierung der Glutamatrezeptoren in der 
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Plasmamembran der Granularzellen zum Einstrom von Ca2+ in die Zelle bei und führen 
dadurch zur Induktion der Gentranskription bestimmter neurotropher Faktoren (Balázs et al. 
1989). Es wäre demnach denkbar, dass auch die Transkription der Slack-mRNA Ca2+-
abhängig reguliert wird. Zwar wurde ein solcher Zusammenhang bislang noch nicht gezeigt, 
jedoch konnten bereits zwei NFκB-Bindungsstellen in der Promotorregion des zu Slack 
orthologen Slick-Gens nachgewiesen werden. So kommt es beispielsweise während 
hypoxischen Zuständen zur vermehrten NFκB-induzierten Slick-Transkription (Tomasello et 
al. 2015). Zudem muss beachtet werden, dass die relative Expression an mRNA nicht 
zwangsläufig der Menge an translatiertem Protein entspricht. Der durchschnittliche 
Korrelationskoeffizient zwischen mRNA- und Proteinkonzentration beträgt, in Abhängigkeit 
des untersuchten Gewebes und angewandten statistischen Tests, ungefähr 0,4. Das 
bedeutet, dass die Ergebnisse der RNA- und Proteinbestimmungsmethoden, wie z. B. qRT-
PCR- und WB-Analyse, zu etwa 40 % übereinstimmen (Tobias et al. 2009, Vogel et al. 2010, 
Schwanhäusser et al. 2011, Kendrick 2014, Edfors et al. 2016). Eine weitere Erklärung für 
die Differenz zwischen den Expressionsleveln könnten neben den Granularzellen andere 
Slack-exprimierende Zelltypen im Cerebellum sein. Die Färbung der Granularzellschicht ist 
ein sicherer Nachweis für die Expression von Slack in den Zellkörpern der dort lokalisierten 
Granularzellen, eine Differenzierung zwischen post- und präsynaptischen Slack-
Expressionsmustern ist hierdurch jedoch nicht möglich. Daher ist einerseits eine Expression 
von Slack in der Membran der Somata und Axone von Granularzellen und andererseits in 
der Membran präsynaptischer Endigungen afferenter Axone der Moosfasern denkbar. 
Darüber hinaus wurden bereits ähnliche Expressionsunterschiede zwischen Gewebe und 
Primärkulturen von anderen Arbeitsgruppen beschrieben (Ko et al. 2013, Costabile et al. 
2015, Kim et al. 2015). Trotz der Diskrepanz in den Slack-mRNA-Expressionsleveln wurde 
die Expression des Kanals auf Proteinebene mittels IHC-Färbungen primärer CGC-Kulturen 
von WT und Slack-KO Mäusen eindeutig nachgewiesen. Daher stellen diese Differenzen in 
den mRNA-Expressionsleveln kein Problem für den weiteren Fortgang dieser Arbeit dar. 
 Reinheit der CGC-Neuronenkulturen 5.2.2
Neben dem Nachweis von Slack in den CGC-Kulturen, wurden diese hinsichtlich ihrer 
Zusammensetzung in Bezug auf die Neuronen- bzw. Gliazellpopulation charakterisiert. Der 
Anteil an Gliazellen kann sich entscheidend auf die Ergebnisse der nachfolgend 
durchgeführten Experimente auswirken. So spielen diese unter physiologischen 
Bedingungen eine wichtige Rolle in der Regulation der extrazellulären 
Glutamatkonzentration, welche durch die Aufnahme von Glutamat in Gliazellen reduziert wird 
(siehe 1.4). Auch sezernieren Gliazellen eine Reihe von Wachstumsfaktoren, 
Neurotransmittern, Neuromodulatoren sowie Neurohormonen und tragen so zur Ausbildung 
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der Neuroplastizität bei (Araque und Navarrete 2010, Wang et al. 2016, Jakel und Dimou 
2017). Während pathophysiologischer Zustände kommt es zur morphologischen und 
funktionellen Veränderung der Gliazellen, man spricht dann von aktivierten bzw. reaktiven 
Gliazellen. Diese sezernieren vermehrt neuroprotektive sowie neurodegenerative Faktoren. 
Dies bedingt u. a. die Proliferation von Astrozyten und Mikroglia, welche einen Einfluss auf 
das neuronale Überleben nehmen (Perez-Capote et al. 2004, Jakel und Dimou 2017). In 
vergleichenden Exzitotoxizitätsstudien an reinen Neuronenkulturen sowie gemischten 
Neuronen-Gliazell-Kulturen konnten nach exzitotoxischer Stimulation mit zunehmenden 
Glutamatkonzentrationen Unterschiede im Zellüberleben ausgemacht werden. Während 
gemischte Neuronen-Gliazell-Kulturen bei niedrigen Glutamatkonzentrationen (10 - 20 µM) 
eine deutlich höhere Überlebensrate zeigten als reine Neuronenkulturen, wurde bei hohen 
Glutamatkonzentrationen (50 µM - 100 µM) signifikant mehr Zelltod in diesen gemischten 
Kulturen nachgewiesen und die reinen Neuronenkulturen zeigten ein besseres Überleben 
(Perez-Capote et al. 2004). Diese Befunde, sowie die zahlreicher anderer Arbeitsgruppen 
(Rosenberg und Aizenman 1989, Rosenberg et al. 1992, Dugan et al. 1995, Beaman-Hall et 
al. 1998, Perez-Capote et al. 2004) zeigen einen modulierenden Einfluss von Gliazellen auf 
die Exzitotoxizität. Der Anteil an Gliazellen in den CGC-Kulturen hat demnach einen großen 
Einfluss auf das Ausmaß exzitotoxischer Schädigung, weshalb das Verhältnis von 
Neuronen- und Gliazellpopulation in den Kulturen beider Genotypen stets gleich sein sollte. 
Entsprechend dem in der Literatur beschriebenen Reinheitsgrad der CGC-Kulturen von ca. 
95 % (Krämer und Minichiello 2010) weisen auch die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten 
Kulturen (siehe Abbildung 4.3) hauptsächlich Granularzellen auf und enthalten nur wenig 
Gliazellen. Die Quantifizierung von IF-Färbungen, welche unter meiner Anleitung von Frau 
M. Sc. Pharm. Katharina Wild während ihrer Masterarbeit im Rahmen der vorliegenden 
Arbeit durchgeführt wurden, ergaben einen neuronalen Anteil von mehr als 90 % (Wild 
2016). Auch wurden keine Unterschiede in der Zusammensetzung der Zellpopulation von 
WT und Slack-KO CGC-Kulturen festgestellt. Somit kann davon ausgegangen werden, dass 
mögliche genotypspezifische Unterschiede im Zellüberleben während der 
Exzitotoxizitätsstudien nicht auf einen unterschiedlichen Anteil an Gliazellen zurückgeführt 
werden können. 
 Die LDH-Aktivitätsbestimmung zur Quantifizierung der exzitotoxischen 5.2.3
Schädigung 
Im Rahmen der Glutamat-induzierten Toxizität kommt es durch die Aktivierung ionotroper 
Glutamatrezeptoren zu einem starken Anstieg der intrazellulären Na+- und Ca2+-
Ionenkonzentration. Nachfolgend werden nekrotische und apoptotische Signalkaskaden 
aktiviert, die mit der Schwellung der Zellkörper, der mitochondrialen Dysfunktion sowie der 
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vermehrten Bildung von ROS einhergehen (siehe 1.4). Die Beurteilung des Ausmaßes an 
neuronaler Schädigung kann durch verschiedene Methoden erfolgen. In der vorliegenden 
Arbeit wurden hierfür mikroskopische Betrachtungen der Kulturen vor, während und nach der 
exzitotoxischen Stimulation sowie die Quantifizierung der freigesetzten LDH-Menge 
herangezogen. Das cytosolisch lokalisierte Enzym LDH wird nach Ruptur der Zellmembran 
ins Zellkulturmedium abgegeben und kann nachfolgend unter Verwendung eines 
fluoreszenzbasierten Kits quantitativ bestimmt werden (siehe 3.6.2). Da die LDH nur infolge 
der Zerstörung der Zellmembran freigesetzt wird, dient die Quantifizierung der LDH-Aktivität 
hauptsächlich der Bestimmung des nekrotischen Zelltods (Chan et al. 2013). Jedoch stellt 
dies im Rahmen der hier durchgeführten Experimente (siehe 4.3) kein Problem dar, da es in 
in vitro Systemen aufgrund fehlender Phagozyten im Rahmen der Apoptose zur 
Akkumulation apoptotischer Abbauprodukte und dadurch zur sekundären Nekrose der Zelle 
kommt (Duke und Cohen 1986, Ankarcrona et al. 1995, Bonfoco et al. 1995). Somit erfolgt 
mittels LDH-Analyse die Erfassung des gesamten Ausmaßes an Zelltod unabhängig von der 
Art des Zelltods. 
Bekannterweise stellt das im Erhaltungsmedium vorhandene Phenolrot einen möglichen 
Störfaktor des LDH-Assays dar (Wolterbeek und Meer 2005). Daher wird für jede 
vermessene Probe ein Blank-Wert (Erhaltungsmedium) abgezogen, um mögliche 
ergebnisverfälschende Einflüsse der im Medium enthaltenden Störfaktoren zu eliminieren. 
Außerdem wird für jeden Versuchsansatz durch die Lyse der Zellen mit 0,9 %-iger Triton X-
Lösung die maximal mögliche LDH-Freisetzung bestimmt. Durch die Bezugnahme der 
jeweiligen LDH-Aktivitäten der unterschiedlichen Versuchskonditionen auf die maximal 
freigesetzte LDH-Menge werden Unterschiede in der Zelldichte bzw. Zusammensetzung 
zwischen den verschiedenen Kulturen relativiert. 
 Einfluss der verschiedenen iGluRs auf die Exzitotoxizität und Slack-5.2.4
Aktivierung 
Glutamat aktiviert sowohl AMPA- als auch NMDA-Rezeptoren. Einige wissenschaftliche 
Arbeiten postulieren jedoch, dass der exzitotoxische Zelltod infolge glutamaterger 
Überstimulation v. a. durch die übermäßige Aktivierung von NMDA-Rezeptoren vermittelt 
wird (Choi 1988, Manev et al. 1989, Meldrum 2000). Studien, bei denen Glutamat zusammen 
mit dem NMDA-Rezeptorantagonisten MK-801 bzw. Memantin appliziert wird, belegen, dass 
durch die Inhibierung der NMDA-Rezeptoren die Zellviabilität nach Glutamatapplikation 
deutlich gesteigert werden kann (Simon et al. 1984, Choi 1988, Gillessen et al. 2002, Lipton 
2004, Fatokun et al. 2008). In Exzitotoxizitätsstudien an hippocampalen, kortikalen und 
cerebellären Zellkulturen konnte zudem gezeigt werden, dass das neuronale Überleben 
infolge kurzer Stimulation mit Glutamat durch die anschließende Blockade der NMDA-
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Rezeptoren um etwa die Hälfte gesteigert werden kann (Rothman und Olney 1987, Manev et 
al. 1989, Choi 1992). Diese Befunde deuten darauf hin, dass die beobachtete neuronale 
Schädigung nicht nur durch die kurze Glutamatexposition hervorgerufen wird. Vielmehr 
kommt es nachfolgend zur endogenen Freisetzung von Glutamat und dadurch bedingt zur 
gesteigerten Aktivierung von NMDA-Rezeptoren und zur Potenzierung der neuronalen 
Schädigung. In Übereinstimmung mit diesen Daten kann eine vergleichbare Neuroprotektion 
durch die Inkubation der Kulturen in Ca2+-freiem Medium nach dem Auswaschen des zuvor 
superfundierten Glutamats erzielt werden (Hartley und Choi 1989). Andere Arbeiten 
hingegen postulieren, dass die exzessive Stimulation von AMPA-Rezeptoren ebenfalls zu 
exzitotoxischem Zelltod führt (Frandsen et al. 1989). Diese Kontroverse bezüglich der 
Beteiligung verschiedener iGluRs an der Exzitotoxizität kann möglicherweise durch die 
Verwendung unterschiedlicher Zellkultursysteme und Kultivierungsbedingungen sowie der 
damit verbundenen unterschiedlichen Zusammensetzung der iGluRs erklärt werden 
(Frandsen et al. 1989, Liu et al. 2007). 
Um herauszufinden, welchen Anteil NMDA- bzw. AMPA-Rezeptoren an der exzitotoxischen 
Schädigung haben, wurden WT und Slack-KO CGC-Kulturen mit Glutamat in Kombination 
mit einem NMDA- bzw. AMPA-Rezeptorantagonisten inkubiert (siehe 3.6.1). Die Ergebnisse 
dieser Untersuchungen (siehe 4.3.2) bestätigen publizierte Daten (Hartley und Choi 1989, 
White und Reynolds 1996). So wird durch die Co-Applikation des NMDA-
Rezeptorantagonisten MK-801 die Zellviabilität nach Glutamatinkubation signifikant 
gesteigert. Die relativen LDH-Aktivitäten entsprechen nahezu denen der Kontrollkulturen. Die 
Zugabe des AMPA-Rezeptorantagonisten NBQX hingegen hatte keinen Einfluss auf das 
neuronale Überleben während der glutamatergen Exzitotoxizität. Dies spricht dafür, dass die 
Aktivierung von NMDA-Rezeptoren die exzitotoxische Schädigung bewirkt, während AMPA-
Rezeptoren unter den hier gewählten Bedingungen kaum eine Rolle spielen. 
Interessanterweise zeigen Slack-KO CGC-Kulturen auch nach Zugabe von Glutamat in 
Kombination mit NBQX eine höhere Absterberate als WT CGCs. Dies impliziert, dass die 
Aktivierung von Slack-Kanälen und die dadurch vermittelte genotypabhängige 
Neuroprotektion auch nach AMPA-Rezeptorblockade bestehen bleibt. Bislang wurde in der 
Literatur nur die Aktivierung von Slack nach Stimulation von AMPA-Rezeptoren 
nachgewiesen (Nanou und El Manira 2007, Nanou et al. 2008). Der vorliegende Befund 
deutet erstmalig auf eine NMDA-Rezeptor-abhängige Aktivierung der Slack-Kanäle hin. 
Um diese Interaktion zwischen NMDA-Rezeptoren und Slack zu verifizieren und die 
neuroprotektive Rolle von Slack genauer zu untersuchen, wurden WT und Slack-KO CGC-
Kulturen mit unterschiedlichen NMDA-Konzentrationen inkubiert. Die anschließende 
Quantifizierung der Zelltodlevel gibt Aufschluss über den Einfluss der Slack-Kanalaktivität auf 
die NMDA-Rezeptor-abhängige neurotoxische Schädigung. So wurden für Slack-KO CGCs 
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erneut signifikant größere Zelltodlevel nach Inkubation mit NMDA (50 - 300 µM) 
nachgewiesen. Diese Befunde bestätigen die Kopplung von Slack mit NDMA-Rezeptoren 
sowie die nachgeschaltet Slack-abhängige Mediation neuroprotektiver Mechanismen. 
 NMDA-induzierte Ca2+-Transienten in WT und Slack-KO CGCs 5.2.5
Bekanntermaßen führt die Stimulation von NMDA-Rezeptoren zum schnellen Anstieg der 
[Na+]i und [Ca
2+]i. Dabei fördert v. a. der exzessive Anstieg der intrazellulären Ca
2+-
Konzentration neurodegenerativer Mechanismen im Rahmen exzitotoxischer Prozesse 
(Sattler und Tymianski 2000, Arundine und Tymianski 2003, Lau und Tymianski 2010). 
Entsprechend führt die Substitution extrazellulärer Na+- und Ca2+-Ionen zur nahezu 
vollständigen Prävention der Neurotoxizität (Choi 1992). Auch wurde mehrfach postuliert, 
dass das Ausmaß neuronaler Schädigung proportional zur [Ca2+]i ist (Hartley et al. 1993, Lu 
et al. 1996). Andere wissenschaftlichen Arbeiten hingegen kommen zu dem Ergebnis, dass 
das Ausmaß neuronaler Schädigung nicht nur von der Stärke des Ca2+-Overloads, sondern 
auch von der Eintrittspforte der Ca2+-Ionen abhängt (Sattler et al. 1998). So scheinen Ca2+-
Ionen, die durch NMDA-Rezeptoren in die Zelle einströmen, eine toxischere Wirkung zu 
besitzen, als solche, die durch spannungsabhängige Ca2+-Kanäle in die Zelle gelangen. 
Diese Befunde konnten durch die Bestimmung des [Ca2+]i-Anstiegs sowie die Quantifizierung 
des Zelltods nach Stimulation kortikaler Kulturen mit verschiedenen Agonisten (u. a. 
Glutamate, NMDA und AMPA) und gleichzeitiger spezifischer Blockade von NMDA-/AMPA-
Rezeptoren bzw. spannungsabhängigen Ca2+-Kanälen (Sattler et al. 1998, Sattler und 
Tymianski 2000) aufgedeckt werden. Demnach scheint v. a. der NMDA-Rezeptor-getriggerte 
Ca2+-Einstrom an neurotoxische Signalwege gekoppelt zu sein (Sattler et al. 1998). 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte überprüft werden inwiefern die Deletion von Slack 
Einfluss auf die Ca2+-Permeation der NMDA-Rezeptoren hat. Aufgrund dessen wurde die 
Änderung der [Ca2+]i in Abhängigkeit der NMDA-Rezeptorstimulation in WT- und Slack-KO 
Kulturen bestimmt (siehe 4.3.5). Dazu erfolgte zunächst die Bestimmung der basalen [Ca2+]i 
sowie nachfolgend die Messung der [Ca2+]i während und nach Stimulation mit verschiedenen 
NMDA-Konzentrationen in An- bzw. Abwesenheit des Rezeptorantagonisten MK-801. Dabei 
konnten zwischen WT und Slack-KO CGC-Kulturen basal keine intrazellulären Ca2+-
Konzentrationsunterschiede festgestellt werden (siehe 4.3.5). Dies spricht dafür, dass die 
Slack-Ablation keinen Einfluss auf das Membranpotential sowie das elektrochemische 
Gleichgewicht unter Ruhebedingungen hat. Nach Superfusion der Zellen mit NMDA-haltigen 
Pufferlösung konnte in Übereinstimmung mit der wissenschaftlichen Datenlage in Slack-
profizienten und -defizienten Kulturen ein schneller Anstieg der [Ca2+]i verzeichnet werden. 
Über die gesamte Dauer der NMDA-Stimulation bleiben die [Ca2+]i auf einem erhöhten Level, 
welches durch den anhaltenden Einstrom von Ca2+-Ionen bestimmt wird. Die beiden 
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Messkurven der FL Ratio 340/380 von WT und Slack-KO CGCs verlaufen nahezu identisch. 
Somit scheint die Aktivität der Slack-Kanäle unter den gewählten Versuchsbedingungen 
(siehe 3.9.2) keinen Einfluss auf die akute Ca2+-Erhöhung zu haben. Daraus kann 
schlussfolgert werden, dass auch die Aktivierbarkeit sowie die Ca2+-Permeabilität von 
NMDA-Rezeptoren (und spannungsabhängigen Ca2+-Kanälen) in den Slack-KO Kulturen 
nicht verändert ist. Die Co-Applikation des Rezeptorantagonisten MK-801 führt trotz 
anhaltender NMDA-Superfusion zur schnellen Abnahme der intrazellulären Ca2+-Level bis 
zum Basalniveau. Dieser Befund bestätigt, dass der initiale Auslöser für die zuvor bestimmte 
[Ca2+]i-Zunahme NMDA-Rezeptor-abhängig ist. Dies deckt sich mit den Ergebnissen früherer 
Untersuchungen von Sattler et al., die durch Zugabe von MK-801 ebenfalls eine vollständige 
Blockade des Ca2+-Einstroms feststellen konnten (Sattler et al. 1998). Um zu differenzieren 
welchen Beitrag spannungsabhängige Ca2+-Kanäle an dem [Ca2+]i-Anstieg haben, müssten 
einerseits die MK-801 Versuche ausgeweitet und andererseits weitere Experimente mit z. B. 
Ca2+-Kanalblockern durchgeführt werden (Sattler et al. 1998, Sattler und Tymianski 2000). 
Zusammengenommen erlauben die bisherigen Befunde der Ca2+-Messung die 
Schlussfolgerung, dass Slack die akuten NMDA-mediierten Ca2+-Transienten nicht moduliert. 
Zudem sollte der Einfluss von Slack auf die Regeneration der [Ca2+]i nach Beendigung des 
NMDA-Stimulus sowie die erneute Aktivierbarkeit der NMDA-Rezeptoren nach einer 
Auswaschphase untersucht werden (siehe 4.3.5). Glaum et al. haben gezeigt, dass es nach 
wiederholter Glutamatapplikation zu einem anhaltenden [Ca2+]i-Anstieg kommt (Glaum 
1990). Die mittels FURA-2 gemessenen Ca2+-Signale verlaufen in den WT bzw. Slack-KO 
CGC-Kulturen während der Auswaschphase mit Medium nahezu identisch. Auch das 
Basalniveau wird nach repetetiver NMDA-Stimulation in beiden Genotypen nahezu zeitgleich 
erreicht. Demnach scheint die kurze aber exzessive Stimulation der Neurone mit NMDA 
keinen (Slack-abhängigen) Einfluss auf die Regulation der intrazellulären Ca2+-Homöostase 
(siehe 1.4.1) zu haben. Das infolge der kurzfristigen NMDA-Stimulation noch funktionsfähige 
Ca2+-Homöostasesystem impliziert, dass die bis dato abgelaufenen Schädigungs-
mechanismen noch reversibel sind (Randall und Thayer 1992). Darüber hinaus kommt es 
auch nach der wiederholten Stimulation der WT und Slack-KO CGC-Kulturen mit NMDA 
direkt nach Beginn der NMDA-Applikation zum Anstieg der [Ca2+]i. Jedoch fällt der zweite 
Anstieg in den Kulturen beider Genotypen geringer aus als das erste Maximum des Ca2+-
Signals (siehe 4.3.5). Diese Befunde könnten auf eine Desensitisierung bzw. Internalisierung 
der NMDA-Rezeptoren hindeuten. Ähnliche Daten hat bereits Randall et al. erhoben. Auch in 
dieser Arbeit fiel das Maximum des Ca2+-Signals infolge der wiederholten Applikation von 
Glutamat (für je 5 min) mit jeder Wiederholung geringer aus. Neben einer möglichen NMDA-
Rezeptor Desensitisierung kann dies durch eine längere Regenerationsphase bis zur 
erneuten Aktivierbarkeit der Rezeptoren erklärt werden (Randall und Thayer 1992). Aufgrund 
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des nahezu simultanen Verlaufs der Ca2+-Signale in den Slack-KO und WT CGCs scheint 
ein direkter Einfluss von Slack auf die Desensitisierung und Regeneration der NMDA-
Rezeptoren ausgeschlossen zu sein. 
Die im Rahmen dieser Doktorarbeit für beide Versuchssetups gewählte, relativ kurze 
Zeitspanne zur Bestimmung der NMDA-abhängigen [Ca2+]i lässt keine Rückschlüsse auf 
potentielle Slack-vermittelte Unterschiede während der verzögerten Ca2+-Deregulation (siehe 
1.4.1) zu. So wird in der Literatur eine Zeitspanne von 18 - 24 h bis zur vollständigen 
Entwicklung der verzögerten Neurotoxizität angegeben (Randall und Thayer 1992). Die 
Bestimmung der [Ca2+]i über einen so langes Zeitintervall ist jedoch aus technischen 
Gründen nicht möglich. So kommt es u. a. zum Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffs Fura-
2-AM und zur exzitationsbedingten Fototoxizität während längeren Messintervallen. Des 
Weiteren kommt es im Verlauf der Exzitotoxizität zu nekrotischen Veränderungen der 
Zellmorphologie wie z. B. der Schwellung der Zellsomata (Rothman 1985). Eine 
Fokussierung auf einzelne Zellen während eines so langen Messintervalls ist dadurch 
nahezu unmöglich. In Studien an primären hippocampalen Neuronen wurde nach kurzer 
Glutamatstimulation die [Ca2+]i für die nachfolgenden 3 h bestimmt. Dabei konnte für etwas 
weniger als die Hälfte der Zellen nach ca. 1 - 3 h ein verzögerter Anstieg der intrazellulären 
Ca2+-Ionenkonzentration, der zum sicheren Zelltod führt, festgestellt werden (Randall und 
Thayer 1992). In diesem Zusammenhang ist auch zu beachten, dass die zur Induktion der 
Exzitotoxizität verwendeten NMDA- und Glutamatkonzentrationen sowie die 
Inkubationsdauer in Abhängigkeit vom gewählten primären Zellkultursystem stark variieren 
können. So erfolgt die Induktion der Exzitotoxizität in primären kultivierten 
Hippocampusneuronen (Vornov et al. 1991, Randall und Thayer 1992, Bevers et al. 2009) 
sowie kortikalen Neuronen (Choi 1988, Dawson et al. 1991, Choi 1992, Bonfoco et al. 1995) 
im Vergleich zu cerebellären Granularzellen (Garthwaite und Garthwaite 1990, Bessho et al. 
1994, Perez-Capote et al. 2004) meist mit höheren Konzentrationen an NMDA oder 
Glutamat, jedoch für einen kürzeren Zeitraum von nur 5 - 30 min. Ein denkbares Setup zur 
Untersuchung des Einflusses von Slack auf den Verlauf der toxischen Ca2+-Deregulation 
wäre die Präinkubation der CGC-Kulturen mit NMDA und die anschließende Bestimmung der 
[Ca2+]i an unterschiedlichen Zeitpunkten. Aufgrund des fehlenden Bezugs zur Baseline 
müsste dafür allerdings zunächst die Kalibrierung des Messstandes erfolgen, um 
anschließend die gemessene Fluoreszenzratio 340/380 in absolute [Ca2+]i umrechnen zu 
können. 
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 NMDA-abhängige mRNA-Expressionsanalyse und Aktivierung der TrkB-5.2.6
Signalwege in WT und Slack-KO CGCs 
Slack-Ablation beeinflusst die NMDA-abhängige Genexpression 
Die im Verlauf dieser Arbeit durchgeführten Genexpressionsanalysen dienen der 
Aufdeckung möglicher molekularer Mechanismen, die an der Slack-abhängigen 
Neuroprotektion beteiligt sind. Eine Induktion der Genexpression von Slack-mRNA-
Transkripten oder Transkripten anderer Slo-Kaliumkanäle im Verlauf der exzitotoxischen 
Stimulation könnten darauf hindeuten, dass diese im Rahmen der Exzitotoxizität eine 
neuroprotektive Rolle besitzen. Die Quantifizierung der mRNA-Expressionslevel neuronal 
exprimierter K+-Kanäle der Slo-Genfamilie (siehe 4.3.6) sowie pro- bzw. antiapoptotischer 
Faktoren der Bcl-2-Familie (siehe 4.3.7) ergab einen leichten Anstieg der mRNA-Expression 
dieser Gene in WT CGC-Kulturen nach 1 h bzw. v. a. nach 6h NMDA-Inkubation. Darüber 
hinaus konnten in den WT Kulturen für verschiedene Neurotrophine und ihre 
korrespondierenden Rezeptoren (siehe 4.3.8) im Verlauf der NMDA-induzierten 
Exzitotoxizität nach 6 h stark erhöhte Expressionslevel nachgewiesen werden. In Slack-KO 
CGCs war entweder keine oder nur eine geringe Expressionsänderung detektierbar. Somit 
scheint ein Zusammenhang zwischen der neuroprotektiven Wirkung von Slack und der 
Exzitotoxizitäts-abhängig gesteigerten Transkription zu bestehen. Der Mechanismus, der 
hinter diesen Befunden steht, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht aufgeklärt werden. Die 
sich aus diesen Befunden ergebende Arbeitshypothese, zur möglichen Einflussnahme von 
Slack auf die Genregulation, wird später diskutiert (siehe 5.3.1). 
Zusammenhang zwischen Slack-abhängiger Neuroprotektion und einem 
gesteigerten TrkB-Signalling 
Neurotrophine spielen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung und Differenzierung des 
Neuronensystems, da sie an zahlreichen Prozessen wie dem Zellüberleben sowie der 
Differenzierung von Neuronen beteiligt sind (Snider und Johnson 1989, Lewin und Barde 
1996, Segal und Greenberg 1996, Huang und Reichardt 2001). Die zelluläre Transmission 
der neurotrophen Signale erfolgt durch Bindung der Neurotrophine an einerseits Rezeptoren 
der Trk-Familie und andererseits den p75 Neurotrophinrezeptor (siehe 1.4.4) (Chao 2003). 
Sowohl in WT als auch Slack-KO CGC-Kulturen kommt es v. a. infolge 6-stündiger NMDA-
induzierter Exzitotoxizität zur Hochregulation der BDNF- und NT-3-mRNA-Level um das 5- 
bzw. das 2-fache (siehe 4.3.8, Abbildung 4.16). Diese Befunde bestätigen die Ergebnisse 
bereits publizierter Arbeiten, die auf eine gesteigerte Synthese (Rudge et al. 1998) und 
Freisetzung von BDNF (Jiang et al. 2003) infolge der exzitotoxischen neuronalen Aktivität 
hinweisen. Darüber hinaus wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit stark erhöhte 
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Expressionslevel der beiden Trk-Rezeptoren (TrkB und TrkC) in WT CGC-Kulturen 
nachgewiesen. Dahingegen bleibt eine solche Änderung der Expressionslevel in Slack-KO 
Kulturen aus (siehe Kapitel 4.3.8, Abbildung 4.16). Diese Befunde führen zur Annahme, dass 
die Aktivität des Slack-Kanals in Zusammenhang mit den Änderungen der Expressionslevel 
im WT steht. Um diese Frage eindeutig beantworten zu können, bedarf es jedochweiterer 
Untersuchungen. 
Daher wurde nachfolgend untersucht, ob die exogene Zufuhr von BNDF den 
neuroprotektiven Effekt verstärken kann (siehe 4.3.9). Aufgrund der selektiven 
Hochregulation von TrkB-mRNA in WT Neuronen wurde angenommen, dass durch die 
Zugabe von BDNF, welches über TrkB-Rezeptoren neuroprotektive Signalkaskaden aktiviert, 
das neuronale Überleben von WT Neuronen nach NMDA-Stimulation im Vergleich zu dem 
von Slack-KO Neurone stärker gesteigert werden kann. Diese Hypothese konnte jedoch 
nicht bestätigt werden. Im Vergleich zur Inkubation mit NMDA alleine, führte die Co-
Applikation von BDNF zusammen mit NMDA zu keiner Veränderung des neuronalen 
Überlebens in WT und Slack-KO CGCs (siehe Abbildung 4.17). Diese Befunde sind 
konsistent mit einigen Publikationen, in denen gezeigt wurde, dass BDNF neuroprotektiv 
wirkt wenn es vor dem exzitotoxischen Stimulus appliziert wird (Cheng und Mattson 1994, 
Han et al. 2000, Almeida et al. 2005). Dabei sind die beobachteten neuroprotektiven Effekte 
abhängig von der applizierten BDNF-Konzentration (Cheng und Mattson 1994). Auch wurden 
in BDNF-prästimulierten (> 6 h) CGC-Kulturen nach NMDA-Superfusion geringere [Ca2+]i-
Level gemessen als in Kulturen ohne BDNF-Prästimulation bzw. BDNF-Präinkubation für 
< 3 h (Brandoli et al. 1998). In Übereinstimmung mit diesen Daten konnte auch im Rahmen 
der vorliegenden Arbeit eine Tendenz zum gesteigerten neuronalen Überleben nach 
Prästimulation der Neurone mit BDNF beobachtet werden. Allerdings war das hier 
beobachtete Ausmaß des Zellschutzes in den Slack-KO CGCs größer als in den WT 
Neuronen (siehe Abbildung 4.17). Ursächlich hierfür könnte die in WT CGCs selektive 
Hochregulation von TrkB-Transkripten sein. Zusammen mit den gesteigerten BDNF-mRNA-
Leveln bedingt diese vermutlich eine maximale Aktivität des BDNF-TrkB-Signalwegs, 
weshalb exogen zugeführtes BDNF zu keiner weiteren Steigerung des Zellüberlebens führt. 
Um herauszufinden, ob die verminderten Zelltodlevel im WT tatsächlich auf den, im 
Vergleich zu den Slack-KO CGCs, höheren TrkB-Expressionsleveln beruhen, wäre die 
Wiederholung der NMDA-Exzitotoxizitätsstudie bei geleichzeitiger Blockade der TrkB-
Rezeptoren sinnvoll. Entsprechend zeigen sowohl in vitro als auch in vivo Arbeiten, dass die 
Blockade der endogenen BNDF-Aktivität zu einer Zunahme des Zelltods führt (Rudge et al. 
1998, Xuan et al. 2004, Lau et al. 2015). 
Trotz der eben diskutierten Befunde ist eine Slack-vermittelte Regulation endogener BDNF-
TrkB-abhängiger zellulärer Signalkaskaden denkbar. Bekanntermaßen bestimmen die 
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Expressionslevel der Neurotrophine während der neuronalen Entwicklung das Gleichgewicht 
zwischen dem zellulären Überleben und apoptotischen Mechanismen. Die Interaktion von 
BDNF und TrkB führt u. a. zur Aktivierung verschiedener Kinasen die letztendlich den 
Phosphorylierungszustand von Akt und ERK bestimmen (siehe 1.4.4) (Dudek et al. 1997, 
Bonni et al. 1999, Encinas et al. 1999, Hetman et al. 1999, Han und Holtzman 2000). Die 
phosphorylierten Akt- und ERK-Proteine können einerseits Apoptose-induzierende Faktoren 
wie Bad, Bax sowie die Caspase-3 inhibieren oder in den Zellkern translozieren und dort 
durch die Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise CREB die 
Expression neuroprotektiver Gene fördern (Lu und Xu 2006). 
Um aufzuklären, ob die nachgewiesenen genotypabhängigen Unterschiede in der Regulation 
der TrkB-mRNA-Expressionslevel zu einer unterschiedlichen Aktivierung von Akt und ERK in 
WT bzw. Slack-KO CGCs beitragen, wurde das Verhältnis von pAkt/Akt und pERK/ERK im 
Verlauf der exzitotoxischen Stimulation untersucht. Bekanntermaßen spielen diese beiden 
Signalwege im Rahmen verschiedener neurodegenerativen Erkrankungen wie 
beispielsweise der Huntington Erkrankung (Gines et al. 2010, Ribeiro et al. 2010) oder 
cerebralen Ischämie (Wang et al. 2004) eine wichtige Rolle. In Zusammenhang mit der 
BDNF-abhängigen Aktivierung dieser Signalwege wurde mehrfach gezeigt, dass v. a. die 
Aktivierung des ERK-Signalwegs zur Neuroprotektion beiträgt (Han und Holtzman 2000, 
Maher et al. 2011) und andererseits die Blockade der ERK-Kaskade zu vermehrtem 
neuronalen Zelltod führt (Maher et al. 2011). In der Tat führt die Induktion von Exzitotoxizität 
(siehe Abschnitt 4.3.10, Abbildung 4.20) zu einer vermehrten Phosphorylierung von ERK und 
trägt dadurch zu einem gesteigerten neuronalen Überleben bei (Ortuño-Sahagún et al. 
2014). Dabei führt die genetische Ablation des Slack-Kanals zu einer verminderten 
Aktivierung des ERK-Signalwegs. In diesem Zusammenhang sind die Befunde der 
Arbeitsgruppe um Eil et al. von großem Interesse. Diese zeigen für T-Zellen von 
Tumorgewebe infolge leicht erhöhter [K+]i eine vermehrte Aktivität der Serin/Threonin 
Phosphatase PP2A, woraus eine verminderte Phosphorylierung von Akt resultiert. Auch 
konnte nach Überexpression des spannungsabhängigen Kv1.3-Kanals und dem dadurch 
bedingten gesteigerten K+-Efflux ein vermehrtes Akt-mTOR-Signalling beobachtet werden 
(Eil et al. 2016). In primären Kulturen hippocampaler/kortikaler Neuronen kommt es nach 
Glutamatapplikation zu einer massiven Reduktion der [K+]i. Diese mittels FRET-basiertem 
K+-Sensor (KIRIN) bestimmte Abnahme der [K+]i liefert einen weiteren Hinweis darauf, dass 
Phosphatasen (wie beispielsweise PP2A) während exzitotoxischer Prozesse in WT CGCs 
weniger aktiv sind als in Slack-KO Neuronen und daher bestimmte Phosphorylierung stärker 
sein könnten (Shen et al. 2018). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte, entgegen den 
genotypspezifischen Unterschieden in der NMDA-induzierten Phosphorylierung von ERK, 
nur eine Tendenz der gesteigerten Phosphorylierung von Akt im WT beobachtet werden. Es 
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zeigen sich keine signifikanten genotypabhängigen Unterschiede (siehe Abbildung 4.19). 
Somit kann angenommen werden, dass dieser Signalweg keinen Einfluss auf die Slack-
abhängigen Differenzen im neuronalen Überleben der WT und Slack-KO CGCs nach NMDA-
Exzitotoxizität hat. 
Neben der Aktivierung der Akt- und ERK-Signalwege wurde zudem die Phosphorylierung 
des Downstream-Targets CREB untersucht. Genotypabhängige Unterschiede ließen sich 
dabei nicht feststellen. Allerdings führt die Stimulation der CGC-Neurone mit NMDA zu einer 
drastischen Abnahme der Gesamt-CREB-Proteinlevel. Abgesehen von einigen technischen 
Schwierigkeiten (Probleme mit der Detekion der Gesamt-CREB-Proteinlevel) scheint es 
daher unwahrscheinlich, dass die genetische Ablation von Slack einen Einfluss auf die 
Phosphorylierung von CREB hat. 
 Potentielle Mechanismen der Slack-abhängigen Neuroprotektion 5.3
 Hypothese für eine Slack-abhängige Regulation der Genexpression 5.3.1
Abgeleitet aus den Ergebnissen dieser Arbeit (siehe 4.3.6, 4.3.7 und 4.3.8) kann ein 
Zusammenhang zwischen der Aktivität von Slack-Kanälen und einer Änderung der 
aktivitätsabhängigen Genexpression angenommen werden. Interessanterweise konnte für 
den ebenfalls neuronal exprimierten und mit Slack verwandten BK-Kanal bereits die 
Expression in der inneren nukleären Membran (INM) sowie ein Zusammenhang zwischen 
der exzitatorischen Kanalaktivität eines nukleären BK-Kanals (nBK) und der Regulation der 
mRNA-Expression nachgewiesen werden. Nukleoplasmatisches Ca2+ [Ca2+]nu spielt als 
wichtiger Faktor der aktivitätsabhängigen Genexpression eine entscheidende Rolle im 
Rahmen langanhaltender adaptiver Prozesse, wie der synaptischen Plastizität und 
aktivitätsabhängigen Neuroprotektion. Der perinukleäre Raum zwischen der inneren und 
äußeren (ONM) nukleären Membran der Kernhülle dient als funktioneller nukleärer  
Ca2+-Speicher (Li et al. 2014, Li und Gao 2016). Nach Aktivierung von INM-ständigen  
IP3-Rezeptoren (IP3R) sowie Ryanodin-Rezeptoren (RyR) kommt es zum Einstrom von Ca
2+ 
ins Nukleoplasma und zur Ca2+/Calmodulin-abhängigen Proteinkinase IV (CaMKIV)-
induzierten Phosphorylierung von CREB. Dies wiederum führt u. a. zur Transkription 
neuroprotektiver/neurotoxischer Gene. Zudem führt der [Ca2+]nu-Anstieg zur Aktivierung von 
nBKs, welche einen regulatorischen Einfluss auf das nukleären Transmembranpotential 
(∆Ψn) haben. So kommt es infolge der Aktivierung von nBK zum K
+-Ausstrom aus dem 
Nukleoplasma in den perinukleären Raum sowie zur Hemmung von Ryanodin-Rezeptoren 
und dem weiteren Einstrom von Ca2+-Ionen. Die Blockade von nBKs während normaler 
neuronaler Aktivität führt zum Anstieg der [Ca2+]nu und dadurch bedingt zur gesteigerten 
CREB-Phosphorylierung und Genexpression. Dahingegen bedingt die nBK-Blockade 
während gesteigerter neuronaler Aktivität eine signifikante Abschwächung des  
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[Ca2+]nu-Anstiegs, der CREB-Phosphorylierung und der Gentranskription. Dieser etwas 
kontroverse Befund kann dadurch erklärt werden, dass es infolge der nBK-Blockade zu einer 
vollständigen Entleerung der nukleären Ca2+-Speicher kommt. Daher ist während der 
nachfolgenden neuronalen Aktivität die Freisetzung von Ca2+-Ionen ins Nukleoplasma sowie 
die Phosphorylierung von CREB reduziert. Nukleäre BK-Kanäle besitzen demnach eine 
entscheidende regulatorische Funktion in der Homöostase [Ca2+]nu-abhängiger 
Signalkaskaden (Hardingham et al. 2001, Li et al. 2014, Li und Gao 2016). Im Rahmen 
exzitotoxischer neuronaler Aktivität beispielsweise kann die Aktivierung von nBK-Kanälen ein 
Überschießen der [Ca2+]nu und die nachfolgende Expression zellschädigender Gene 
verhindern. 
Bislang wurde die Expression nukleärer Slack-Kanäle noch nicht nachgewiesen. Aufgrund 
jüngster Befunde, welche die Existenz des ebenfalls Na+-aktivierten K+-Kanals Slick in der 
Membran intrazellulärer Organellen zeigen (Smith et al. 2018), ist jedoch auch eine nukleäre 
Expression von Slack denkbar. Bislang kann jedoch nur spekuliert werden, dass nukleäre 
Slack-Kanäle eine ähnliche Funktion wie nBK-Kanäle einnehmen könnten. Analog zu nBK 
könnten nukleäre Slack-Kanäle die Aktivität nukleärer Ca2+-abhängiger Rezeptoren und 
damit die [Ca2+]nu beeinflussen und dadurch die Genexpression regulieren. 
Andererseits könnte die Interaktion des Phactr1 (phosphatase and actin regulator 1)-Proteins 
mit dem C-Terminus des Slack-Kanals eine mögliche Erklärung für die WT-spezifische 
gesteigerte Genexpression liefern. So stellt diese Interaktion einen direkten Link zwischen 
der Slack-Kanalaktivität und intrazellulären Signalwegen dar. Dabei kommt es nach 
Aktivierung des Slack-Kanals zur Dissoziation des Signalproteins Phactr1 vom Kanal. 
Phactr1 ist ein Proteinphosphatase 1 (PP1) bindendes Protein. Die Bindung von Phactr1 an 
die PP1 führt zur Inhibierung dieser Serin-/Threonin-Phosphatase (Allen et al. 2004). 
Dadurch ist eine indirekte Regulation der Phosphorylierung von Slack durch Phactr1 
wahrscheinlich. Zudem könnte Phactr1 nach der Dissoziation vom Slack-Komplex auch mit 
anderen Membran-assoziierten bzw. cytoplasmatischen Targets wechselwirken (Fleming et 
al. 2016). Diese Befunde stellen ein wichtiges Indiz für die Kopplung der Slack-Aktivität im 
Rahmen der neuronalen Erregung mit nachgeschalteten Signalkaskaden dar. In Bezug auf 
unsere Daten könnte diese Interaktion eine mögliche Erklärung für die Neuroprotektion von 
Slack durch einerseits eine gesteigerte Aktivität des Kanals infolge anhaltender 
Phosphorylierung und andererseits für eine Slack-abhängige Zunahme der Genexpression 
sein. So ist eine Dissoziation von Phactr1 infolge der exzitotoxizitätsbedingten Aktivierung 
von Slack denkbar. Nachfolgend könnte Pactr1 die PP1-induzierte Hydrolyse von 
beispielsweise pCREB und anderen Transkriptionsfaktoren verhindern (Gao et al. 2009) und 
so die Transkription verschiedener Gene fördern. 
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Neben der potentiellen Beteiligung des Slack-Kanals im Rahmen der Gentranskription ist 
bereits ein Link zwischen Slack und der Proteinbiosynthese bekannt. Es konnte 
nachgewiesen werden, dass der C-Terminus von Slack mit FMRP interagiert (siehe 1.5.3). 
Diese Interaktion führt u. a. zur Steigerung der Kanalaktivität. Da es sich bei FMRP um ein 
mRNA-Bindungsprotein handelt, ist es denkbar, dass diese Interaktion die Translation 
bestimmter Proteine regulieren kann. In diesem Zusammenhang konnte bereits gezeigt 
werden, dass die Slack-FMRP Komplexe mRNA von verschiedenen Targets des FMRP 
enthalten, wie z. B. Map1 und Arc. Interessante Befunde, die ebenfalls auf einen 
Zusammenhang zwischen der Slack-Aktivität und der Regulation der aktivitätsabhängigen 
Proteinsynthese durch den FMRP-RNA Signalweg hindeuten, wurden durch 
Untersuchungen an BC-Neuronen erlangt. Diese zeigen nach elektrischer Stimulation ein 
charakteristisches Muster neuronale Erregbarkeit. So kommt es nach einer 30-minütigen 
Erregungsphase zu einer langen inhibitorischen Phase (~ 18 h). Die Downregulation von 
Slack führt ebenso wie die Applikation des Proteinsyntheseinhibitors Anisomycin dazu, dass 
die Neurone nicht wieder erregt werden können. Somit scheint die Regeneration dieser BC-
Neurone an die aktivitätsabhängige Slack-getriggerte Neusynthese von Proteinen gekoppelt 
zu sein (Zhang et al. 2012, Kaczmarek 2013). 
 Bekannte zellprotektive Mechanismen verschiedener K+-Kanäle 5.3.2
Einfluss der K+-Kanal-abhängigen Stabilisation des Membranpotentials auf die 
Neuroprotektion 
In in vitro sowie in vivo Modellen exzitotoxischer Neuronenschädigung wurde für einige  
K+-Kanäle bereits eine neuroprotektive Beteiligung aufgezeigt. So konnten beispielsweise für 
die Ca2+-aktivierten K+-Kanäle mit geringer Leitfähigkeit (small conductance potassium-
channels, KCNN, SK1-3, KCa2) neuroprotektive Eigenschaften in verschiedenen 
Modellsystemen nachgewiesen werden. Interessanterweise kommt es in dendritischen 
Dornen von Neuronen zur Expression von KCa2-Kanälen in unmittelbarer Nähe zu NMDA-
Rezeptoren. Diese K+-Kanäle werden zudem bereits infolge eines geringen Anstiegs der 
[Ca2+]i (KD ~ 0,5 µM) aktiviert (Adelman et al. 2012), wodurch es zur Induktion der 
Nachhyperpolarisation und Regulation der physiologischen Erregbarkeit der Zellmembran 
kommt. Dabei stellt die langanhaltende Nachhyperpolarisation sowohl unter physiologischen 
(Stocker 2004) als auch unter pathologischen Bedingungen einen Feedback-
Kontrollmechanismus dar, der die NMDA-Rezeptoraktivität reduziert (Faber et al. 2005, Ngo-
Anh et al. 2005). Zudem konnte gezeigt werden, dass KCa2-Kanäle nach Aktivierung 
modulierend in die pathologische Deregulation der [Ca2+]i nach Glutamatexposition 
eingreifen. Darüber ist bekannt, dass die Induktion der Exzitotoxizität innerhalb weniger 
Stunden zur Downregulation von KCa2.2 (SK2)-Kanälen führt. Dies kann durch die gezielte 
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Aktivierung der Kanäle parallel zur Glutamatexposition unterbunden werden. Die so 
konservierte Expression von KCa2.2 führt zur Reduktion der pathologischen [Ca
2+]i und 
nachfolgend zur Neuroprotektion (Dolga et al. 2011). 
Ähnliche Befunde liegen auch für den eng mit Slack verwandten Ca2+-aktivierten K+-Kanal 
großer Leitfähigkeit (big potassium-channel, BK, KCNMA1, Slo1) vor (siehe 1.5). Dieser wird 
im ZNS ubiquitär exprimiert und ist dort u. a. in der präsynaptischen Membran, dem Soma 
und den Dendriten von Neuronen lokalisiert (Knaus et al. 1996). Eine Beteiligung des BK-
Kanals an der Repolarisation sowie der schnellen Nachhyperpolarisation (fAHP) von 
Aktionspotentialen z. B in Purkinjezellen des Cerebellums wurde bereits nachgewiesen 
(Swensen und Bean 2003, Womack und Khodakhah 2004). Die Deletion des BK-Kanals 
führt nach cerebraler Ischämie sowie kortikaler NMDA-Injektion zu größeren Läsionsarealen 
(Liao et al. 2010). Dabei wird postuliert, dass der BK-Kanal infolge der exzessiven 
Depolarisation der Membran sowie dem extremen Anstieg der [Ca2+]i aktiviert wird und als 
eine Art „Notbremse“ fungiert. So kann die BK-Kanalaktiviät über einen negativen 
Rückkopplungsmechanismus einerseits den Ca+-Einstrom über die postsynaptische 
Membran und andererseits die präsynaptische Freisetzung von Neurotransmittern (z. B. 
Glutamat) regulieren (Marrion und Tavalin 1998, Grunnet und Kaufmann 2004, Bentzen et al. 
2014). In einer Arbeit zur Untersuchung der neuroprotektiven Rolle des BK-Kanals wird 
schlussgefolgert, dass die in den BK-KO Mäusen beobachteten größeren neuronalen 
Läsionen infolge der NMDA-Injektion durch die ungehinderte Ausbreitung der 
Aktionspotentiale und den dadurch bedingten vermehrten Einstrom von Ca2+-Ionen sowie die 
fehlende negative Rückkopplung auf NMDA-Rezeptoren hervorgerufen wird (Liao et al. 
2010). Zudem konnte Liao et al. in einem in vitro Ischämiemodell hippocampaler 
Schnittkulturen eine BK-abhängige Neuroprotektion, welche auf den Einfluss des Kanals auf 
die AHP zurückgeführt werden kann, nachweisen. So führt die Deletion von BK zur 
vermehrten akuten (4 h - 8 h) sowie verzögerten (24 h - 72 h) neuronalen Schädigung (Liao 
et al. 2010). Darüber hinaus konnte in einer NMDA-Exzitotoxizitätsstudie eine durch Leptin-
induzierte BK-abhängige Neuroprotektion aufgezeigt werden. Im Gegensatz zu den in vivo 
Befunden von Liao et al. führt die NMDA-Inkubation in den kultivierten kortikalen BK-KO 
Neuronen jedoch zu keiner größeren Neuronenschädigung als in WT Kulturen. Auch bewirkt 
die Blockade des BK-Kanals in WT-Neuronen keine Steigerung der NMDA-Exzitotoxizität. 
Diese Befunde implizieren, dass BK-Kanäle, trotz ihrer Beteiligung an der Leptin-abhängigen 
Neurotprotektion, unter basalen Bedingungen nicht zur Verringerung der NMDA-Toxizität  
in vitro führen (Mancini et al. 2014). 
Auch für die spannungsabhängigen KCNQ-Kanäle (Tatulian et al. 2001) sowie die  




scheinen dementsprechend generell sehr gute Kandidaten für eine Zellprotektion im Rahmen 
neuronaler Schädigungsmechanismen zu sein. 
Beteiligung mitochondrialer K+-Kanäle an der Zellprotektion 
Wachsende Aufmerksamkeit erlangen derzeit intrazelluläre K+-Ionenkanäle, wie 
beispielsweise die intrazellulären BK-Kanäle (iBK). So ist bekannt, dass der in der inneren 
Mitochondrienmembran (IMM) der Kardiomyozyten lokalisierte, mitochondriale BK-Kanal 
(mBK) im Rahmen kardiopathologischer Prozesse eine protektive Rolle einnehmen kann. 
Die genauen Mechanismen dieser mBK-abhängigen Kardioprotektion sind noch nicht 
abschließend geklärt, es wird jedoch vermutet, dass es aufgrund des K+-Einstroms ins 
Mitochondrium zu einer partiellen Depolarisation der IMM kommt (Aon et al. 2010). Dies führt 
zur Abnahme der Ca2+-Ionen-Triebkraft über die IMM und dadurch zur Reduktion der Ca2+-
Überladung während beispielsweise ischämischer Prozesse sowie der Reoxygenierung der 
Zelle (Sato et al. 2005, Singh et al. 2013). Des Weiteren haben Untersuchungen an isolierten 
Mitochondrien aus dem Herzen sowie aus Neuronen ergeben, dass die Stimulation der BK- 
und mBK-Kanäle zu einer verminderten ROS-Produktion führt (Kulawiak et al. 2008, Heinen 
et al. 2014). ROS trägt, wie in Abschnitt 1.4.21.4 beschrieben, durch Schädigung 
verschiedener Proteine, einer Reduktion der ATP-Synthese sowie der Öffnung der mPTP zur 
Glutamatrezeptor-vermittelten Exzitotoxizität bei. Darüber hinaus wird angenommen, dass 
die durch die Aktivierung des mBK bedingte hohe intramitochondriale K+-Konzentration 
sowie die Depolarisation des Membranpotentials dem Einstrom von Protonen in die 
Mitochondrienmatrix entgegenwirken. Dies bewirkt eine leichte Entkopplung der 
Atmungskette, wodurch geringe Mengen an reaktiven Sauerstoffspezies entstehen (Stowe et 
al. 2006). Die dadurch begünstigte Aktivierung der PKCε könnte ihrerseits die Öffnung der 
mPTP verhindern (Costa und Garlid 2008). Bislang wurde die mBK-abhängige Protektion vor 
allem nach ischämischer Schädigung im Herzen oder Kardiomyozyten gezeigt. Aufgrund der 
bereits nachgewiesenen Expression von mBK Kanälen in der IMM von Neurone, könnten 
jedoch ähnliche neuroprotektive Mechanismen infolge cerebraler Ischämie oder 
exzitotoxischer Schädigung ablaufen. 
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Expressionsstudien im Verlauf der NMDA-
induzierten Exzitotoxizität deuten auf eine Slack-abhängige Regulation der BK-mRNA-
Expressionslevel hin. So kommt es im Verlauf der Exzitotoxizität in Slack-KO Zellen zur 
vermehrten Downregulation der BK-mRNA-Expression (siehe 4.3.6). Ob diese Reduktion der 
Genexpression mit einer verminderten Bildung funktioneller mBK- oder Plasmamembran-
assoziierten BK (pmBK)-Kanälen einhergeht, wurde bisher nicht weiter untersucht. Somit 
kann nur spekuliert werden, ob mBK-Kanäle an der für WT CGC-Kulturen im Vergleich zu 
Slack-KO CGCs gesteigerten Neuroprotektion beteiligt sind. Höhere mBK-Expressionslevel 
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könnten beispielsweise zur Reduktion des Ca2+-Overloads und der ROS-Formation führen. 
Andererseits ist auch eine mitochondriale Expression von Slack denkbar. So konnte erst 
kürzlich die Expression des eng mit Slack verwandten Slick-Kanals in der IMM im Herzen 
nachgewiesen werden (Smith et al. 2018). In vitro Ischämie- und Reperfusionsexperimente 
an Mitochondrien, isoliert aus WT bzw. Slick-KO Kardiomyozyten, liefern Evidenz für eine 
Beteiligung des mitochondrialen Slick-Kanals an kardialen Protektionsmechanismen. So wird 
postuliert, dass es infolge des cytoplasmatischen Anstiegs von [Ca2+]i und [Na
+]i v. a. durch 
die Aktivität des Na+/Ca2+-Austauschers und des Na+-gekoppelten Monocarboxylat-
Transporters (MCT) zum Einstrom von Na+-Ionen in die Mitochondrienmatrix kommt. 
Während pathologischer Zustände kann die Na+-Konzentration in der Matrix so stark 
ansteigen, dass es zur Aktivierung mitochondrialer KNa-Kanäle kommt. Der dadurch bedingte 
K+-Einstrom in die Matrix führt ähnlich wie nach Aktivierung von mBK-Kanälen zur partiellen 
Depolarisation des mitochondrialen Membranpotentials und zur Abnahme der Triebkraft für 
die Aufnahme von Ca2+-Ionen und die NCX-Aktivität. Mitochondriale Slick-Kanäle fungieren 
demnach ebenso wie mBK-Kanäle als Sicherheitsventil um ein mitochondriales 
Ionenungleichgewicht zu verhindern (Smith et al. 2018). Dieser Befund ist der erste 
nachgewiesene Zusammenhang zwischen intrazellulär lokalisierten KNa-Kanälen und der 
Aktivierung zellulärer Protektionsmechanismen. Die vorliegenden Daten (siehe 4.1 und 4.3), 
deuten auf einen ähnlichen Protektionsmechanismus via mitochondrialer Slack-Kanäle in 
Neuronen hin. Um dies genauer zu untersuchen müsste zunächst die mitochondriale 
Expression von Slack nachgewiesen werden. Dies könnte, nach Isolation von Mitochondrien 
aus Neuronen, anhand von Genexpressionsanalysen mittels qRT-PCR, Proteinanalysen 
anhand von WB-Experimenten und immunhistochemischen Färbungen mit Slack 
Primärantikörpern, sowie elektrophysiologischen Untersuchung überprüft werden. Darüber 
hinaus könnte der Einfluss von Slack-Kanälen auf mitochondriale neuroprotektive 
Mechanismen während exzitotoxischer Schädigung mittels respiratorischer Messungen an 
Mitochondrien aus WT bzw. Slack-KO Neuronen untersucht werden. 
 Potentielle neuroprotektive Mechanismen des Slack-Kanals 5.3.3
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit induzierte exzitotoxische Neuronenschädigung wird 
zum Teil durch den Einstrom von Na+-Ionen in die Zelle sowie die nachfolgende osmotische 
Schwellung des Somas sowie der Zellorganellen bedingt (Rothman 1985, Choi et al. 1987). 
Dieser initiale nekrotische Schädigungsmechanismus der Neurone ist bis zu einem 
bestimmten Punkt noch reversibel (Choi 1992). Allerdings ist die Bedeutung der osmotischen 
Zellschwellung in vitro vermutlich höher als unter in vivo Bedingungen. Die im Vergleich zur 
Zellarchitektur im Zellverband recht offene Vernetzung der Neurone in Kultur erlaubt ein 
übertriebenes Anschwellen der Zellen (Choi 1992). Zudem fehlen in Neuronenkulturen, wie 
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bereits in Abschnitt 5.2.3 beschrieben, Phagozyten und andere Fresszellen um die 
apoptotischen Abbauprodukte zu eliminieren. 
Neben dem Einstrom an Na+-Ionen kommt es zudem zum Ca2+-Influx, wodurch einerseits 
Mechanismen zur Aufrechterhaltung der Ca2+-Homöostase und andererseits verschiedene 
Ca2+-abhängige neuroprotektive und neurotoxische Signalkaskaden angestoßen werden. 
Während der initiale Anstieg der [Ca2+]i reversibel ist, führt die anhaltende Aktivierung der 
iGluRs zur verzögerten Ca2+-Deregulation und zum sicheren Zelltod (Choi 1992, Randall und 
Thayer 1992, Sattler und Tymianski 2000). Slack könnte möglicherweise v. a. während der 
frühen Na+-getriggerten Phase der exzitotoxischen Schädigung intervenieren und der 
Neurodegeneration entgegenwirken. So wurde bereits eine funktionelle Kopplung der Slack-
Kanäle mit dem ionotropen Glutamatrezeptor AMPA nachgewiesen (siehe 1.5.4). Zudem 
konnte eine gehäufte Expression von Slack-Kanälen in der Nähe spannungsabhängiger  
Na+-Kanäle sowie nicht-selektiver Ionenkanäle gezeigt werden (Kaczmarek 2013). Dies 
erlaubt die Aktivierung von Slack durch den lokalen Anstieg der [Na+]i während 
exzitatorischer Erregung. Darüber hinaus wurde für Slack eine Beteiligung an der 
Nachhyperpolarisation gezeigt. Aufgrund der etwas verzögerten Öffnungsgeschwindigkeit 
tragen Slack-Kanäle im Gegensatz zu BK-Kanälen jedoch zur langsamen AHP (sAHP) bei 
(Kaczmarek 2013). Demnach könnte Slack, ähnlich wie die Ca2+-aktivierbaren KCa2- und BK-
Kanäle, im Sinne eines negativen Rückkopplungsmechanismus infolge des Anstiegs der 
[Na+]i aktiviert werden und durch die Hyperpolarisation der Membran zur Terminierung der 
Aktivität von beispielsweise spannungsabhängigen Ca2+-Kanälen führen. Diese Hypothese 
wird durch die im Rahmen dieser Arbeit akquirierten Ergebnisse unterstützt. In in vivo und in 
vitro Exzitotoxizitätsstudien konnte aufgezeigt werden, dass die Deletion des Slack-Kanals 
mit einer vermehrten exzitotoxischen Schädigung einhergeht. Allerdings wurde noch nicht 
abschließend geklärt, welche zellulären Mechanismen für die Slack-mediierte 
Neuroprotektion verantwortlich sind. 
Aufgrund der vorliegenden Befunde kann jedoch hypothetisiert werden, dass es im Rahmen 
der NMDA-induzierten Exzitotoxizität zur Slack-abhängigen Regulation der Gentranskription 
über bislang unbekannte Mechanismen kommt. So zeigen die Untersuchungen dieser Arbeit 
eine vermehrte TrkB-mRNA-Expression sowie eine gesteigerte Phosphorylierung von ERK in 
WT CGCs. Dies führt zur Hypothese, dass es durch die Slack-abhängige Regulation der 
aktivitätsabhängigen Genexpression zu einer gesteigerten Aktivierung des BNDF-TrkB-
Signalwegs und nachfolgend zur vermehrten Aktivierung der neuroprotektiven  
ERK-Signalkaskade kommt, wodurch die beobachtete Neuroprotektion in WT CGCs erklärt 
werden könnte (siehe Abbildung 5.1). Weiter protektive Mechanismen sind natürlich möglich 
und sollen Gegenstand zukünftiger Studien sein. Solche Protektionsmechanismen lassen 
sich z. B. wie oben beschrieben von Studien zu andern K+-Kanälen ableiten und umfassen 
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u. a. die Nachhyperpolarisation („Notbremse“) sowie die mitochondriale Expression des 
Kanals. 
 
Abbildung 5.1: Hypothese - Neuroprotektiver Einfluss des Slack-Kanals bei Exzitotoxizität 
Im Rahmen exzitotoxischer Prozesse ist eine Slack-Aktivierung infolge des Anstiegs der [Na
+
]i 
denkbar. Infolge einer solchen Slack-Kanalaktivität kommt es, über noch unbekannte Mechanismen, 
zu einer Hochregulation der BDNF-mRNA-Expression sowie selektiv in WT-CGCs zu gesteigerten 
TrKB-mRNA-Levenl. Denkbar wäre, dass die infolge der Slack-Kanalaktivität induzierten Dissoziation 
von Phactr1 und die daraus resultierende Inhibiton von PP1 durch verminderte Dephosphorylierung 
von Transkriptionsfaktoren die Genexpression neuroprotektiver Faktoren stimuliert. Die unter-
schiedliche Hochregulation von BDNF- und v. a.TrkB-mRNA führt in WT im Vergleich zu Slack-KO 
Neuronen zu einem gesteigerten BDNF-TrkB-Signalling und dadurch bedingt zu einer vermehrten 
Phosphorylierung von ERK. Die Aktivierung des ERK-Signalwegs triggert über verschiedene 
regulatorische Mechanismen eine Neuroprotekion. Bislang konnten jedoch keine genotypabhängigen 
Unterschiede in der Phosphorylierung von CREB festgestellt werden, weshalb eine selektiv im WT 
hochregulierte CREB-induzierte Genexpression neurotropher Faktoren vermutlich ausgeschlossen 
werden kann. Genotypspezifische Einflüsse auf die Proteinexpression des antiapoptotischen Faktors 
Bcl-2 wurden bislang noch nicht untersucht. 
 
 Limitationen der durchgeführten Experimente und Ausblick 5.4
Trotz der interessanten Befunde, die sich von den im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
durchgeführten Studien ableiten lassen, bleiben noch einige Fragen offen. So konnte nicht 
vollständig geklärt werden, über welche regulatorischen Mechanismen die Slack-abhängige 
Neuroprotektion vermittelt wird. Wie zuvor diskutiert liefern, die in Kapitel 4 dargestellten 
Daten einen Hinweis darauf, dass es infolge der NMDA-induzierten Exzitotoxizität und dem 
dadurch bedingten [Na+]i-Anstieg zur Aktivierung von Slack-Kanälen kommt. Des Weiteren 
deuten sie daraufhin, dass Slack das Ausmaß neuronaler Schädigung während 
exzitotoxischer Neuronenaktivität limitieren kann. Jedoch konnte der Einfluss der  
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Slack-Kanalaktivität auf nachgeschaltete Prozesse, wie die Hyperpolarisation der Membran 
oder die Aktivierung intrazellulärer Signalkaskaden bisher noch nicht eindeutig entschlüsselt 
werden. Um diese Fragestellungen weiter aufzuklären sind u. a. elektrophysiologische 
Messungen an kultivierten CGCs von WT und Slack-KO Tieren von großem Interesse. Durch 
Bestimmung der Slack-Kanalaktivität unter Ruhebedingungen sowie nach NMDA-Stimulation 
könnte geklärt werden ob es während der exzitotoxischen Stimulation tatsächlich zur 
Aktivierung von Slack-Kanälen in WT CGCs kommt. Auch könnte untersucht werden, 
welchen Beitrag Slack-Kanäle an der Hyperpolarisation haben und welche Unterschiede in 
der Aktivität nachgeschalteter spannungsabhängiger Ionenkanäle zwischen WT und  
Slack-KO CGC-Kulturen bestehen. Daneben könnten durch die Verwendung spezifischer, 
genetisch kodierter, Fluorophor-gekoppelter Kaliumsensoren (genetically encoded potassium 
ion indicators (GEPIIs)) Änderungen der extra sowie intrazellulären Kaliumkonzentration 
detektiert werden (Bischof et al. 2017). So könnte mit Hilfe der GEPII-Sensoren indirekt die 
Slack-Kanalaktivität nach NMDA-Applikation bewiesen werden. Dabei wiederspiegelt die 
Differenz aus der extrazellulären K+-Ionenkonzentration von WT und Slack-KOs nach NMDA-
Applikation den Anteil an K+ der durch Slack-Kanäle ausströmt. 
Aufgrund der ausschließlich für Slack-KO CGCs beobachteten reduzierten mRNA-
Transkript-Level nach NMDA-Stimulation wird ein Zusammenhang zwischen der Slack-
Aktivität und der Transkription vermutet. Eindeutige Belege hierfür stehen jedoch aus. Ein 
möglicher experimenteller Ansatzpunkt um diese Hypothese zu untermauern, wäre die 
Durchführung der NMDA-Exzitotoxizitätsstudien in Kombination mit einem 
Transkriptionsinhibitor wie z. B Actinomycin C (Strohm et al. 2002). Die Inhibierung der RNA-
Synthese müsste in den WT CGCs zu einer Reduktion der zuvor erhöhten Genexpression 
führen. Ein weiterer Ansatzpunkt zur Überprüfung der Rolle von Slack-Kanälen während der 
RNA-Synthese wäre die gezielte Blockade der Kanäle. Leider sind die derzeit verfügbaren 
Slack-Kanalantagonisten nicht sehr spezifisch. So hemmen Substanzen wie Bepridil, 
Chinidin (Bhattacharjee et al. 2003, Yang et al. 2006) und Clofilium (Gessner und 
Heinemann 2003, de Los Angeles Tejada et al. 2012) auch andere unspezifischen 
Ionenkanäle sowie K+-Ionenkanäle wie hERG, hEAG, Kv1.5-Kanal, Slick oder Slo3. In der 
Masterarbeit von M. Sc. Pharm. Nadine Frank, welche parallel zur vorliegenden Doktorarbeit 
angefertigt wurde, wurden die genannten Inhibitoren im cerebellären in vitro 
Exzitotoxizitätsmodell getestet. Dabei konnten zumindest in Bezug auf das neuronale 
Überleben der WT CGCs keine spezifische Veränderung nach Zugabe der Inhibitoren 
nachgewiesen werden (Frank 2016). Demnach scheinen diese Inhibitoren für eine solche 
Untersuchung ungeeignet. Eine weitere Limitation ist, dass bislang beobachtete 
Expressionsunterschiede von beispielsweise pro- und anti apoptotischen Faktoren sowie von 
TrkB und TrkC zwischen WT und Slack-KO CGCs ausschließlich auf mRNA-Ebene 
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analysiert wurden. Einzig die Regulation der PI3K-/MAPK-Signalwege, welche in der 
Phosphorylierung von Akt und ERK resultiert, wurden auf Proteinebene untersucht. Die 
aufgezeigten genotypspezifischen Unterschiede in den Phospho-Erk-Leveln lassen zwar 
vermuten, dass sich die mRNA-Expressionsunterschiede von TrkB auch auf die 
Proteinebene, und somit die Expression der TrkB-Rezeptoren auswirken, jedoch wurde dies 
noch nicht abschließend geklärt. Hierfür müssten die Slack-abhängigen 
Expressionsunterschiede von u. a. den Tyrosinkinase-Rezeptoren durch WB-Analyse oder 
IHC-/IF-Färbung mit spezifischen Antikörpern verifiziert werden. Die Beteiligung von 
Phospho-ERK im Rahmen der Slack-vermittelten Neuroprotektion könnte durch die gezielte 
Blockade dieser Kinase mit beispielsweise PD98059 (Kim et al. 2011) weiter untersucht 
werden. 
Neben den exzitotoxischen Studien an primären Neuronenkulturen können solche 
Untersuchungen auch an organotypischen Schnittkulturen des Gehirns (Zimmer et al. 2000, 
Humpel 2015) bzw. des Cerebellums (Meldrum 2000) oder Hippocampus (Noraberg et al. 
2005, Wang und Andreasson 2010) durchgeführt werden. Der Vorteil dabei ist, dass es sich 
um 3-dimensionale Modellsysteme handelt bei denen die Zellen nicht aus dem 
Gewebeverband herausgelöst werden und dadurch viele synaptische Verbindungen noch 
intakt sind. Exzitotoxische Untersuchungen an solchen oganotypischen Primärkulturen 
wären demzufolge nicht nur auf einen isolierten Neuronentyp limitiert. Vielmehr 
berücksichtigt ein solches Primärkultursystem neuronale, astrozytäre und mikrogliale 
Einflüsse auf z. B. das Zellüberleben. Da es sich aber dennoch um ein ex vivo System 
handelt spielen Faktoren wie die Durchblutung des Gewebes oder die Rekrutierung 





Gegenstand der vorliegenden Doktorarbeit ist die Aufklärung der neuroprotektiven Wirkung 
des Na+-aktivierten K+-Kanals Slack unter exzitotoxischen Bedingungen. Dieser 
Zusammenhang wurde sowohl in einem in vivo Mausmodell als auch in in vitro Kulturen 
primärer Granularzellen untersucht. Dazu wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
einerseits ein Modell zur intrastriatalen NMDA-Injektion (siehe 3.4) und andererseits ein 
Primärzellkultursystem cerebellärer Granularzellen (siehe 3.5) etabliert. Die Expression des 
Slack-Kanals im Striatum sowie in cerebellären Granularzellen war vor Beginn der Arbeit nur 
teilweise bekannt (Bausch et al. 2015, Rizzi et al. 2016), außerdem wurden die Slack-
Nachweise bis dato ohne Einbeziehen einer geeigneten Slack-KO Kontrolle durchgeführt. 
Die Expression der Slack-Kanäle im Striatum sowie in kultivierten cerebellären 
Granularzellen wurde im Verlauf dieser Doktorarbeit erstmals mittels immunhistochemischen 
und Immunfluoreszenzfärbungen (siehe 4.1.1 und 4.2.2) gezeigt und die Spezifität der 
verwendeten Antikörper durch Parallelfärbungen von Knockout-Gewebe bzw. Knockout-
Zellen demonstriert. 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen einen neuroprotektiven Effekt des Slack-
Kanals während Glutamatrezeptor-vermittelter Exzitotoxizität sowohl in vivo als auch in vitro. 
So verursachen intrastriatale NMDA-Mikroinjektionen in Slack-defizienten Tieren signifikant 
größere Hirnläsionen als in WT Mäusen (siehe 4.1.2). Um mechanistische Aspekte der 
Slack-vermittelten Neuroprotektion im Rahmen exzitotoxischer Schädigung aufzudecken, 
wurden verschiedene Exzitotoxizitätsstudien an den in vitro CGC-Kulturen durchgeführt 
(siehe 4.3). Dabei konnte nachgewiesen werden, dass die Glutamat-induzierte 
exzitotoxische Schädigung in kultivierten cerebellären Granularzellen hauptsächlich über 
NMDA-Rezeptoren vermittelt wird (siehe 4.3.2). Interessanterweise blieb der 
genotypabhängige Unterschied auch nach AMPA-Rezeptorblockade bestehen. Dies war 
überraschend, da bislang nur ein Zusammenhang zwischen Slack und AMPA-Rezeptoren 
bekannt war (Nanou und El Manira 2007). Nanou und Kollegen postulierten, dass der Na+-
Influx durch AMPA-Rezeptoren zur Aktivierung Na+-aktivierter K+-Kanäle führt. Im Sinne 
eines negativ-gekoppelten Feedbackmechanismus kommt es so zur Repolarisation und 
damit zur Reduktion AMPA-abhängiger postsynaptischer Potentiale in Anwesenheit von 
Slack-Kanälen (Nanou und El Manira 2007, Nanou et al. 2008). Eine funktionelle Kopplung 
zwischen NMDA-Rezeptoren und Slack wurde bisher nicht beobachtet. Die Ergebnisse der 
vorliegenden Arbeit deuten damit erstmalig daraufhin, dass Slack auch nach NMDA-
Rezeptorstimulation aktiviert wird. Der von Nanou et al. beschriebene Feedback-
Mechanismus wäre eine Erklärungsmöglichkeit für die im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
beobachtete Slack-abhängige Neuroprotektion während NMDA-Rezeptorstimulation. 
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Elektrophysiologische Messungen zum direkten Nachweis der Induktion von K+-Strömen 
nach NMDA-Rezeptoraktivierung stehen jedoch noch aus. Darüber hinaus konnten im 
Verlauf dieser Arbeit in WT und Slack-KO CGC-Kulturen Unterschiede in der NMDA-
induzierten Gentranskription detektiert werden. Dabei wurden exemplarisch Gene, die 
potentiell an der Slack-vermittelten Neuroprotektion beteiligt sein könnten, ausgewählt und 
untersucht. Dennoch zeigt sich ein Trend, dass nach NMDA-Stimulation verschiedene Gene 
im WT stärker induziert werden als im Slack-KO. So wurde eine Slack-abhängige Regulation 
der mRNA-Transkripte des ebenfalls zur Slo-Kaliumkanalfamilie zählenden BK-Kanals nach 
exzitotoxischer NMDA-Stimulation aufgedeckt. Des Weiteren scheint die Slack-Deletion die 
Transkription von Vertretern der Bcl-2-Familie zu beeinflussen. Nach NMDA-Exzitotoxizität 
konnten zumindest teilweise, selektiv erhöhte mRNA-Level der pro-und antiapoptotischen 
Faktoren Bad, Bax, Bcl-xL und Bcl-2 festgestellt werden. Der wohl interessanteste Befund 
der Slack-abhängigen Genexpressionsanalyse war die stark erhöhte Hochregulation der 
Tyrosinkinase-Rezeptoren in WT CGCs, während in Slack-KO Kulturen keine Änderung der 
Expressionslevel nach NMDA-Stimulation nachgewiesen werden konnte. Die im Slack-KO 
veränderte Gentranskription neuroprotektiver Gene könnte zumindest teilweise ursächlich für 
die detektierten Unterschiede in der exzitotoxischen Schädigung sein. Entsprechend könnte 
die verminderte Empfindlichkeit der WT Neurone gegenüber den exzitotoxischen Stimuli auf 
einer gesteigerten Aktivierung von Trk-Rezeptor-nachgeschalteten Signalwegen beruhen. In 
diesen Kontext fügen sich auch die Ergebnisse der Untersuchung der neuroprotektiven Akt- 
und ERK-Signalwege ein. Auch auf dieser Ebene konnte eine genotypspezifische Änderung 
der Phosphorylierungslevel von ERK, die auf eine Aktivierung dieser Signalkaskade in WT 
CGCs hindeutet, aufgezeigt werden. 
Die therapeutischen Maßnahmen zur Protektion neuronaler Strukturen während z. B. 
cerebraler Ischämie oder im Verlauf des Alterungsprozesses sind derzeit noch sehr 
begrenzt. Es fehlen spezifische Behandlungsstrategien, welche nach akuten 
Gehirnverletzungen aber auch im Verlauf chronischer Schädigung die 
Neuronendegeneration limitieren können. Aufgrund der hauptsächlich neuronalen 
Expression des Na+-aktivierten K+-Kanals Slack ist dieser als möglicher Ansatzpunkt für eine 
gezielte Intervention im Rahmen neuronenschädigender Prozesse interessant. 
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit 
eine neuroprotektive Funktion des Slack-Kanals bestätigen. Anhand der vorliegenden 
Befunde kann keine endgültige Aussage über die zugrundeliegenden Mechanismen gemacht 
werden. Jedoch kann postuliert werden, dass Slack seine neuroprotektiven Effekte durch 
Beeinflussung der Expression neurotropher Faktoren sowie der korrespondierenden 
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 Experimente unter Verwendung von CGC-Kulturen 8.1
 NMDA-abhängige mRNA-Transkription von TGF-β1 und seinem Rezeptor 8.1.1
(TGF-β1 RII) 
Trotz einiger widersprüchlicher Arbeiten existiert in der Fachliteratur Konsens darüber, dass 
TGF-β1 sowohl in vivo als auch in vitro zum neuronalen Überleben, v. a im Rahmen 
exzitotoxischer Schädigungsprozesse, beitragen kann (siehe 1.4) (Prehn et al. 1993, 
Henrich-Noack et al. 1994, Boche et al. 2003). So wurde bereits mehrfach beschrieben, dass 
TGF-β1 neuroprotektive Eigenschaften besitzt. Allerdings wird TGF-ß1 hauptsächlich von 
Gliazellen und nur der korrespondierende Rezeptor von Neuronen exprimiert (König et al. 
2005). 
 
Abbildung 8.1: Expressionsanalyse von TGF- β1 und seinem Rezeptor TGF-β1 RII 
A Basale mRNA-Expressionslevel von TGF-β1 und seinem korrespondierenden Rezeptor TGF-β1 RII. 
B und C Expressionsrate von TGF-β1 bzw. TGF-β1 RII im Verlauf der NMDA-induzierten 
Exzitotoxizität. (Es sind Mittelwerte ± SEM gezeigt; WT n=5 und Slack-KO n=5; *p < 0,05; # steht für 
die Zunahme (p < 0,05) der Expressionsrate im Vergleich zur basalen Expression). 
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 NMDA-abhängige Proteinexpressionslevel von (p)Akt/(p)ERK 8.1.2
 
Abbildung 8.2: Proteinexpressionslevel von (p)Akt/(p)ERK im Verlauf der NMDA-Exzitotoxizität 
Änderung der relativen Proteinexpressionslevel von (p)Akt/(p)ERK bezogen auf β-Aktin bei 
Exzitotoxizität. A Während NMDA-induzierter Exzitotoxizität kommt es in Neuronenkulturen beider 
Genotypen zur signifikanten Abnahme der relativen Akt-Expressionslevel. B In WT CGC-Kulturen 
kann nach 1 h und 6 h NMDA-Exziotoxizität eine signifikante Abnahme der relativen ERK-Expression 
im Vergleich zur Basalkontrolle nachgewiesen werden. Nach 2 h und 4 h wird das Signifikanzniveau 
knapp nicht erreicht. Im Slack-KO Kulturen wird keine Änderung der ERK-Level verzeichnet. C Infolge 
der NMDA-Inkubation kommt es genotypunabhängig zur Abnahme der relativen phospho-Akt-
Proteinexpressionslevel. Nachfolgend nehmen die Expressionlevel wieder zu, nach 4 h NMDA wird im 
WT das Ausgangsniveau erreicht. Insgesamt sind die Expressionslevel im WT nach 2 h, 4 h und 6 h 
NMDA tendenziell höher als im Slack-KO. Die statistische Auswertung ergibt jedoch keine 
Signifikanzen. D Nach NMDA-Zugabe kommt es in WT CGC-Kulturen bereits nach 1 h zu einer 
signifikanten Zunahme der phospho-ERK-Level. Auch nach 2 h, 4 h und 6 h sind die 
Proteinexpressionslevel signifikant größer als unter Basalbedingungem. In Slack-KO Kulturen kann 
keine signifikante Zunahme der pERK-Proteinexpression festgestellt werden. (Es sind 
Mittelwerte ± SEM gezeigt; *p < 0,05) 
   Anhang 
209 
 Experimente unter Verwendung von primären Hippocampus-8.2
neuronenkulturen 
 
Abbildung 8.3: Expression von Slack in primären kultivierten Hippocampusneuronen 
Expressionsuntersuchungen wurden an primären Hippocampusneuronenkulturen (PHCN) an DIV 7 
durchgeführt. A Relative mRNA-Expressionslevel von Slack und Slick bezogen auf HPRT. Keine 
Slack-mRNA-Expression in Slack-KO PHCN-Kulturen. Slick-mRNA-Level können in WT und Slack-KO 
PHCNs nachgewiesen werden. Slic-kmRNA wird von Slack-KO Kulturen nicht kompensatorisch 
hochreguliert. B IF-Färbungen von WT und Slack-KO PHCNs mittels anti-Slack-B und anti-AK2 
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